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(disciplina scientifica che ha come oggeta
l'isolamento, lo studio, I'analisi, la purificazione e
la caratterizzazione della struttura chimica e
dell'attivita biologica dei principi attivi delle

Q)iante )
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/neologismo "nutrizione" e "farmaceutica " \
Principi nutrienti contenuti negli alimenti con gmenti, freschi o trasformgm
effetti benefici sulla salute, spesso ridotti e naturalmente ricchi di molecole
eliminati con la trasformazione industriale. | p.a. con proprietd  benefiche e
estratti, o sintetizzati vengono utilizzati per gli protettive per I'organismo,
integratori alimentari, o addizionati agli alimenti. importanti nella pratica
Piu rari negli alimenti in quantita sufficienti ad nutrizionale perché, se inseriti in
kottenere del benefici. / un regime alimentare equilibrato,
svolgono un'azione preventiva

S I N U t \ sulla salute

Societa Italiana di Nutraceutica ('r l



Rﬁ Alimentazione

Mangi sano e ti ammali di meno

A sostenere l'effetto terapeutico degli alimenti uno studio pubblicato su
Jama. L'esperto: la questione é limitare gli alimenti di origine animale
per stare meglio

di TINA SIMONIELLO

D<BI | Lo leggo dopo 21 settembre 2017

DAI CALCOLI BILIARI all'acne

giovanile, dalla carnagione

spenta all'artrosi. Dalla cellulite al

cancro passando per la

menopausa, il cibo sembra —
curare ogni cosa. Una bella

dieta, prevalentemente

vegetariana, e passano le

malattie. Esattamente come

passano con le medicine, ma a
effetti collaterali zero.

L’ultimo studio in ordine di tempo
sull'efficacia del cibo come
farmaco (anzi meglio del farmaco, in questo caso) & stato pubblicato su JAMA
Otolaryngology . Gli autori, otorinolaringoiatri e epidemiologi di New York,
hanno esaminato 200 pazienti affetti da reflusso laringofaringeo (un disturbo
dovuto alla risalita del contenuto acido dello stomaco nella laringo-faringe per
un malfunzionamento della valvola superiore dell'esofago), hanno confrontato
gli effetti terapeutici dei farmaci contro I'acidita con quelli di una alimentazione
mediterranean style, come loro hanno definito una dieta prevalentemente
vegetariana, per il 90% costituita da frutta verdura legumi cerali integrali, noci
nocciole e mandorle e per il restante 10% da alimenti di origine animale, carne
e latticini 2-3 volte a settimana, specificano gli autori.
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r Non é possibile attribuire al prodotto alimentare proprieta atte a
Frutta e Verdura prevenire, curare o guarire una malattia umana né accennare a tali
Spezie e Condimenti (aromatici, pepati, agliacei, altri) = proprieta fatte salve le disposizioni comunitarie relative alle acque

Erbe per infusi e tisane minerali e ai prodotti destinati ad una alimentazione particolare (casi
Nervini particolari: BALSAMICI e DIGESTIVI)

Prodotti alimentari
Reg CEE 1169/2011

Botanical Food Supplement BFS

Integrano la dieta con sostanze che

hanno la proprieta di mantenere o Ogni sostanza o0 associazione che
promuovere lo stato di salute in un possa essere utilizzata allo scopo

individuo in buona salute E b o _ di  ripristinare  correggere 0
roe e Medicinali modificare  funzioni fisiologiche

derivati D. Lgs. 169/2004 esercitando una azione
Integratori alimentari farmacologica immunologica o
D. Lgs. 169/2004 metabolica

Medicinali con AIC (herbal medicinal products HMP)

Medicinali di uso consolidato (well established herbal med product WEHMPs)
Medicinali vegetali tradizionali (traditional herbal medicinal product THMPS)
Preparati o formule magistrali

Preparati o formule officinali

Prima infanzia
Dietetici (glutine, lattosio)

Prodotti destinati alimentaz. particolare
D. Lgs. 111/1992 Reg. 609/2013

Preparati erboristici
Note MinSalut 5/12/2002 8/1/200
19/5/2010

Prodotti a base di ingredienti vegetali
preparati in farmacia, erboristeria, v sostanza da sola o in

parafarmacia Cosmetici combinazione allo scopo di
D. Lgs. 111/1992

prevenzione controllo terapia o
attenuazione di una malattia

Sostanza o miscela destinata ad essere applicata sulle superfici esterne del corpo oppure in

denti e mucose della bocca allo scopo esclusivamente di pulirli, profumarli, modificarne

I'aspetto proteggerli mantenere in buono stato o correggere gli odori corporei non hanno e non

possono vantare attivita terapeutica

Dispositivo medico
D. Lgs. 111/1992




Classificazione e Diffusione delle Piante officinali
0 Pinicotfcnal spontanee |
) spettisgronomi  Ricercavarietale |
0 Tecnichecolral |
) Propagazione in vitro delle piante officinali____|
) Techiche diraccolta  post raccolts |
) Difesa ftosanitaia invivalo edincampo |
" Tecniche i estrasione (nuove metodologie) |

Controllo di qualita (sia sul fresco che sul trasformato)

La filiera delle piante officinali

Sicurezza alimentare-Tracciabilita e rintracciabilita
A cura di

Maria Laura Colombo, Stefania Dalfra, Alberto Manzo, Q
Luisa Pistelli e Laura Di Renzo

Alimenti funzionali (integratori alimentari, novel food, dispositivi)

Fitoalimurgia: Realizzazione di una carta fitoalimurgica

\‘{ 2 [( 2 . Agroindustria delle piante officinali
Q Alimentazione Animale: mangimi e integratori
Ministero delle Politiche Ministero della Salute :
Agricole Alimcatani Q Fitoterapia veterinaria
¢ Forestali |
18 S ocosmes
[ Bevande e liquori

(‘.' Coloranti e Dolcificanti Naturali

Studio Edizioni




Fattori che influenzano Ia qualita delle
piante officinali

& AMBIENTE DI COLTIVAZIONE

& SCELTA VARIETALE
& TECNICHE COLTURALI

& RACCOLTA E TRASFORMAZIONE
. N & CONSERVAZIONE DEL
Prof.ssa Laura Di Renzo PRODOTTO

Sezione di Nutrizione clinica e Nutrigenomica
Universita degli studi di Roma Tor Vergata




Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Ethnopharmacology

o ETHNO-
) PHARMACOLOGY
‘-_n__.n'_"n.u_.a_,.

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jethpharm

Italian folk plant-based remedies to heal headache (XIX-XX century) (!) CrosMark

Rosalucia Mazzei®, Elvira V. De Marco®, Olivier Gallo®, Giuseppe Tagarelli*”

* Institute for Agriculiural and Forest Systems in the Mediterranean, National Research Council, Via Cavour 4-6, 87036 Rende (CS), Itly
b Institute of Neurological Sciences, National Research Council, C.da Burga, 87050 Mangone (C5), Italy

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Background: Headache has been recognized since antiquity. From the late nineteenth to the early to mid-
Headache twentieth century, Italian folk remedies to treat headache were documented in a vast corpus of literature sources.
Folk medicine Aim: The purpose of this paper is to bring to light the plant-based treatments utilized by Italian folk medicine to

Plant remedies
Ethnomedicine
Plant-based drugs

heal headache in an attempt to discuss these remedies from a modern pharmacological point of view. Moreover,
we compare the medical applications described by Hippocrates, Pliny the Elder, Dioscorides, Galen and Serenus
Sammonicus with those utilized by Italian folk medicine to check if they result from a sort of continuity of use by
over two thousand years.
Results: A detailed search of the scientific data banks such as Medline and Scopus was undertaken to uncover
recent results concerning the anti-inflammatory, anti-nociceptive and analgesic activities of the plants. Fifty-
eight (78.4%) plant-based remedies have shown in vivo, in vitro or in human trials a large spectrum of anti-
inflammatory, anti-nociceptive and analgesic activities,

Moreover, thirty-one of remedies (41.9%) were already included in the pharmacopoeia between the 5th
century BC and the 2nd century AD.
Conclusion: Italian folk medicine could be a promising source of knowledge and could provide evidences for
active principles that have not as of yet been fully used for their potental.




STUDIO DI UNA PIANTA MEDICINALE




Da pianta fresca

Preparazioni

Da pianta secca

Spremitura o centrifugazione

succhi non stabilizzati
essenze agrumarie

Spremitura + digestione in alcool

tinture madri per estrazione

Distillazione in vapore d'acqua

essenze
Idrolati (acque distillate)

Distillazione in vapore d'acqua

Essenze spagiriche

Distillazione con alcool Alcolati Distillazione con alcool
Resine
infusione Infusi infusione
decozione Decotti decozione

macerazione

Tinture madri x macerazione
Estratti glicerinati
Macerati glicerici

Glicoliti
Oleoliti
Tinture spagiriche

Tinture idroalcoliche FU
Tinture eteree
Tinture vinose

Tinture acetiche

Macerazione

Tinture idroalcoliche FU

Tinture spagiriche
Glicoliti
Oleoliti

Digestione

Digestione + sbhattimento in alcol

Essenze

Etere di petrolio + distillazione
sottovuoto

Essenze concrete
Estratti di fiori
Essenze assolute

Tinture idroalcoliche FU
Estratti fluidi
Estratti molli
Estratti secchi

Estratti secchi nebulizzati

Intratti
Abstratti 1:2

Percolazione

Surgelamento in Azoto liquido a -
50°C + macerazionein alcol

Sospensioni integrali di pianta fresca

Stabilizzazione in vapori d'alcol +
macerazione con alcol bollente

Alcolaturi stabilizzati

Con vapori d'alcol + percolazione

Estratti stabilizzati

Con vapori d'alcol +essicazione +
percolazione
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Alimenti funzionali

alimenti con caratteristiche qualitative che migliorano il
benessere e la salute del consumatore

gli effetti funzionali e salutistici degli alimenti possono essere modulati:

dalle proprieta intrinseche della matrice alimentare
dalle tecnologie di produzione
dai processi digestivi che ne influenzano I'assorbimento e I'accumulo



@ Alimenti tradizionali

Caratterizzazione chimica e funzionale delle proprieta nutraceutiche di alimenti della
dieta mediterranea (legumi, cereali, ortofrutta, olio di oliva extravergine)

Caratterizzazione e verifica del potenziale nutraceutico di estratti vegetali di piante tipiche
toscane

Lo studio di molecole nutraceutiche negli alimenti e di grandissimo interesse a causa delle proprieta
benefiche di queste sostanze sulla salute umana. Di conseguenza, la medicina si sta sempre piu
concentrando sull impiego di estratti vegetali perche sembrano possedere maggiore attivita biologica
rispetto ai semplici composti purificati. Numerosi prodotti tipici dell’agroalimentare toscano sono
ricchi in sostanze biologicamente attive e sono di interesse medico-farmacologico. Per questo, sono
diventati argomento di ricerca per le loro applicazioni mediche in varie patologie. Rimane il problema
della biodisponibilita effettiva di tali composti dopo somministrazione orale, che risulta diminuita sia
per la degradazione enzimatica sia per la bassa permeabilita attraverso le barriere epiteliali. Molecole
specifiche (come i trasportatori colloidali) possono proteggere 1 composti bioattivi dalla degradazione
enzimatica e favorirne il passaggio attraverso la barriera intestinale. Obiettivi di questo progetto di
ricerca sono la oftimizzazione delle conoscenze del contenuto quali-quantitativo di composti
nutraceutici i piante autoctone toscane, la verifica della presenza di varieta maggiormente indicate
alla valorizzazione nutraceutica. la messa a punto di sistemi di somministrazione stabili capaci di
migliorare il “delivery” ed aumentare [’assorbimento dei composti nutraceutici a livello
gastrointestinale, 1’ottimizzazione delle conoscenze relative alle proprieta salutistiche di sistemi di
delivery arricchiti con prodotti nutraceutici.



@ Innovazione bio-tecnologica

esplorazione di nuove fonti nutraceutiche
microrganismi con proprieta probiotiche e loro metaboliti bio-attivi (post-biotici)

metodologie innovative di profiling genetico, metabolico ed enzimatico permettono di
identificare nuovi composti funzionali e marcatori genici che presiedono alla biosintesi
delle sostanze bioattive contenute in vegetali, animali e microrganismi di riconosciuto
interesse alimentare.

attivita biologica espletata dai composti bioattivi strettamente legata ai parametri
“farmacocinetici” vale a dire alla loro bio/accessibilita, biodisponibilita, assorbimento

intestinale e distribuzione nei tessuti target, dopo ingestione.

Occorrono anche attuare strategie innovative per migliorarne stabilita e “delivery”.



@ Alimenti innovativi

Sviluppo di nuovi prodotti di mercato

identificazione e caratterizzazione dei nutraceutici presenti negli alimenti,

innovazione di processo,

adozione di soluzioni tecnologiche che favoriscano la biodisponibilita

dimostrazione della efficacia nella prevenzione delle malattie e nel mantenimento dello
stato di benessere

Area di specializzazione Agrifood (Azione PON “Ricerca e Innovazione 2014-2020)

a) soluzioni tecnologiche per la produzione, la conservazione e la qualita dei cibi;
b) packaging e materiali per il confezionamento;
c) nutraceutica, nutrigenomica e alimenti funzionali



m MEIE‘FTHJS ABOUT US PRESS CAREERS HOME

At Memphis Meats, our mission is to bring delicious and healthy meat to your table by harvesting it
from cells instead of animals. You can enjoy the meat you love today and feel good about how it's
made because we strive to make it better for you...and for the world.

FOOD FROM THE GROUND UP BETTER FOR YOU BETTER FOR THE WORLD



@ Approccio e valenza multidisciplinare

[FITOCHIMICA][NUTRACEUTIC% E [CIBI FUNZIONALq

4 )

agronomi, botanici, veterinari, biologi, chimici, farmacisti, medici,
biotecnologi, microbiologi, tecnologi alimentari...
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> Journal of Functional Foods

Submit Your Paper

View Articles

Guide for Authors

Abstracting/ Indexing

Track Your Paper

Order Journal

Journal Metrics

CiteScore: 3.49 0}

More about CiteScore

s-Year Impact Factor: 3.460 @

Source Normalized Impact per Paper

(SNIP): 1.255 @

f ¥ NMAX

Journal of Functional Foods

Journal of Functional Foods is the official scientific journal of the
International Society for Nutraceuticals and Functional Foods (ISNFF)

> Supports Open Access

Editor-in-Chief: E. Shahidi

> View Editorial Board

The Journal of Functional Foods aims to bring together the results of fundamental
and applied research into functional foods (ie those containing various factors

to ensure or enhance health) and their development and commercialization in
food products. The journal will cover (but will not be restricted...

Read more

Most Cited Special Issues

Bioactive peptides from marine processing waste and shellfish: A review pédraigin
A. Harnedy | Richard ). FitzGerald

Phenolics and polyphenolics in foods, beverages and spices: Antioxidant activity
and health effects - A review Fereidoon Shahidi | Priyatharini Ambigaipalan

Probiotic functional foods: Survival of probiotics during processing and storage
M. K. Tripathi | S. K. Giri

View All Articles »

PlumX Metrics — Top Social Media Articles

Below is a recent list of articles that have had the most social media attention. The Plum
Print next to each article shows the relative activity in each of the five categories of metrics:
Usage, Captures, Mentions, Social Media and Citations. Go here to learn more about PlumX
Metrics.

Strategies to promote abundance of Akkermansia muciniphila , an



@ Caso di Studio 1: EVOO

Caratterizzazione chimica e funzionale delle proprieta nutraceutiche di alimenti
della dieta mediterranea (legumi, cereali, ortofrutta, olio di oliva extravergine)

La polpa delle olive € costituita da:

Acqua 65-72%;

Zuccheri semplici (glucosm fruttosio, saccarosio e mannltolo) e polisaccaridi (cellulosa,
gomme e lignina) 2.5-6.5%;

Proteine 1.5%;

Pectine 2.10%;

Acidi organici (acido ossalico, malico e citrico) 0.10-0.20%;

Polifenoli (secoiridoidi e tannlnl)

Vitamine (idrosolubili-vitamina C e tiamina-e liposolubili-vitamina E e Carotene);
Sostanze coloranti (idrosolubili-antocianine-carotenoidi e clorofille);

Componenti inorganici (potassio, calcio, magnesio, fosforo..).



OPEN
Citation: Nutrition & Diabetes (2015) 5, e172; doi:10.1038/nutd 2015.23

e

www.nature.com/nutd

ORIGINAL ARTICLE

Extra virgin olive oil use 1s associated with improved
post-prandial blood glucose and LDL cholesterol in
healthy subjects

F Violi', L Loffredo’, P Pignatelli’, F Angelico?, S Bartimoccia', C Nocella', R Cangemi', A Petruccioli®, R Monticolo®, D Pastori’
and R Carnevale™*

OBJECTIVES: Extra virgin olive oil (EVOO) is a key component of the Mediterranean diet and seems to account for the protective
effect against cardiovascular disease. However, the underlying mechanism is still elusive.

DESIGN: We tested the effect of EVOO, added to Mediterranean-type meal, on post-prandial glycemic and lipid profile.
SUBJECTS: Post-prandial glycemic and lipid profile were investigated in 25 healthy subjects who were randomly allocated in a
cross-over design to a Mediterranean-type meal added with or without 10 g EVOO (first study), or Mediterranean-type meal with
EVOO (10 g) or corn oil (10 g; second study). Glycemic profile, which included glucose, insulin, dipeptidyl-peptidase-4 (DPP-4)
protein and activity, glucagon-like peptide-1 (GLP-1) and glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP), and lipid profile,
which included, low-density lipoprotein (LDL) cholesterol (LDL-C), oxidized LDL (ox-LDL), triglycerides and high-density lipoprotein
(HDL) cholesterol (HDL-C), were analyzed before and 2 h after the meal.

RESULTS: In the first study, 2 h after meal, subjects who assumed a meal with EVOO had significantly lower blood glucose

(P < 0.001), DPP-4 protein (P < 0.001) and activity (P < 0.001), LDL-C (P < 0.001) and ox-LDL (P < 0.001) and higher insulin (P < 0.05),
GLP-1 (P < 0.001) and GIP (P < 0.05) compared with those without EVOO. The second study showed that compared with corn oil,
EVOO improved both glycemic and lipid profile. Thus, a significantly smaller increase of glucose (P < 0.05), DPP4 protein (P < 0.001)
and activity (P < 0.05) and higher increase of insulin (P < 0.001) and GLP-1 (P < 0.001) were observed. Furthermore, compared with
com oil, EVOO showed a significantly less increase of LDL-C (P < 0.05) and ox-LDL (P < 0.001).

CONCLUSIONS: We report for the first time that EVOO improves post-prandial glucose and LDL-C, an effect that may account for
the antiatherosclerotic effect of the Mediterranean diet.

Nutrition & Diabetes (2015) 5, e172; doi:10.1038/nutd.2015.23; published online 20 July 2015
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Campagna finanziata con | contributo

AlP L dell'Unione Europea e dellltalia
Reg.UE 611-615/2014

SEMINARIO AGGIORNAMENTO OLI MONOVARIETALI ITALIANI

BIODIVERSITA OLIVICOLA ITALIANA
Caso studio TOSCANA

Sabato 26 agosto 2017, ore 9.30

presso VILLA GALNICA DI PUEGNAGO DEL GARDA (BS)

Alla scoperta degli oli monovarietali del germoplasma olivicolo toscano
Claudio Cantini - CNR IVALSA Az. Agr. Sperimentale Santa Paclina Follonica

A IVALSA
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Toscana Notizie
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Speciali | Razze e Varieta Locali

* Home

= Introduzione

=  Hormativa

= Repertori Regionali
*  Consultazione

= consultazione avanzata

= Consultazione geografica

« Commissioni tecnico-scientifiche
*  mpdalitd d'iscrizions
s Descrittori per specie

»  Conservazione

s Banca Regionale del
Germoplasma

= Coltivatori Custodi
* lscrizione all'elenco

= Consulta Elenco

s MHorme tecniche

* Rete di conservazione
sicurezza delle risorse genetiche

= Progetti

s Introduzione

= Elenco Progetti
« walorizzazione prodotti

s Contrassegno

= approfondimenti / Eventi

= Pubblicazioni

*  Convegna 25 Hov. 2016

*  Area riservata

La tutela della biodiversita in agricoltura (biodiversita agraria, agrobiodiversita) € uno dei
pil importanti impegni che la Regione Toscana si & assunta gid dal 1997 con la prima legze
regionale sulla tutela delle risorse genetiche autoctone di interesse agricolo, zootecnico e
forestale.

Attualmente la Regione Toscana opera in questo campo grazie alla LR 64/04 dal titolo
‘Tutela e valorizzazione del patrimonio di razze e varieta locali di interesse agraric,
zootecnico e forestale”.

Questo sito riporta le razze € le varieta locali toscane (Repertori Regionali), i relativi
Coltivatori Custodi e le Sezieni della Banca Regionale del Germoplasma che svologene la
lorg attivita nell'ambito della Rete di conservazione e sicurezza, e le informazicni sul
Contrassegno regionale per la valorizzazione dei prodotti delle razze e varieta locali
toscane a rischio di estinzione tutelate.

(E. Bimbi "Pesche e albicocche” - Vills medicea Poggio o
Caiang -Frata (5

Riporta inoltre la normativa, la modulistica, le norme tecniche (cen le "moediche quantiita™), i progetti realizzati, le pubblicazioni.

| Decreti di aggiornamento (nuove iscrizioni) dei Repertori regionali sono pubblicati su questa pagina (v. elenco)
ATTEMZIOME: s& non & presente una scheda descrittiva di una variet locale iscritta con gli ultimi Decreti del dirigente responsabile, chizdere
allindirizzo rita. turchi@regione. toscana. it

AVVISO: TERRE REGIONALI TOSCANE WORKSHOP "EXPERIENCES OF AGRO-BIODIVERSITY VALORISATION IN
EUROPE" - 9-10 novembre 2017, Alberese - Tuscany (ITALY)

scarica avviso - download call

SELEZIONE DELLE ESPERIENZE EUROPEE DA PRESENTARE COME TESTIMONIANZA AL WORKSHOP(scarica il modulo
di partecipazione )

Inviare una e-mail di adesione a agrobiodiversity@alberese.com allegando il modulo compilato in tutte le sue
parti. La e-mail dovra essere inviata entro il giorno 11 settembre 2017. L’organizzazione di Terre Regionali
Toscane garantisce ai relatori selezionati la possibilita senza costi, di:

- pernottamento e prima colazione presso alloggi della Tenuta di Alberese dal 8 Novembre 2017 {check in) al 11
Novembre (check out)

- Tasting dinner 8 - 9 - 10 Novembre 2017

- Tasting lunch 9 - 10 Novembre 2017

- Shuttle Stazione di Grosseto - Tenuta di Alberese e ritorno in orari definiti.

il luogo dove sara ospitato il workshop é la Tenuta di Alberese, una azienda agricola multifunzionale di oltre
4.200 ettari condotti integralmente con il metodo di agricoltura biologica all’interno del Parco Regionale della
Maremma (www.alberese.com). Saranno organizzate anche visite all’azienda agricola, alla Banca Regionale del
Germoplasma e all’allevamento allo stato brado delle razze locali di bovini (Bovino Maremmano) e di equini
{Cavallo Maremmano). Nl giorno 10 e 11 Novembre inoltre, presso il GRANAIO, locale storico dove in passato

venivano lavorati e stoccati i cereali sard oreanizzato un Mercatino dei coltivatori custodi che esporranno i loro



Pubblicazioni cartacee ed on line

A.R.S.LA. Istituto sulla Propagazione Regione Toscana
delle Specie Legnose ¢ C.N.R.

L'olivo in Toscana:
il germoplasma autoctono
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Caratterizzazione molecolare (DNA)
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Specie legnose e da frutto

Olivi
Trovati: 80 - A Rischio: 71

Trovati 80 - A Rischic: 71

e Mccessions

Zona Tip. Prod.

1| Albatro Provincia di Livorno
Provincia di Firenze,
2| Allora Provincia di Lucca, Provincia
di Pistoia
3 & Americana Provincia d:jf.;:ﬁ:, Provincia
4|\ arancino Provincia di Pistoia
5 & Bianca di Cicipnano Montemurlo (PO)
6|\ Bianca di Gorzona Livorno (LI
7|\ ciliegino Provincia di Pistoia
8|\ colombana Camaiore (LU)
9|\ colombing Provincia di Lucca
10| Correpziolo Intera Regione
1| N cucea Provincia di Pistoia

12| A cuoricino

Provincia di Livorno

13| A pa Cuccare

Provincia di Lucca

14| A\ Emilia Provincia di Livorna
15|\ Filare Provincia di Grosseto
16 |Frantoio Intera Regione

17| A\ Frulline di Vaiano

Vaiano (PO)

18| A\ Gioeoline Provincia di Firenze
Provincia di Firenze,
19| A\ Grappolo Provincia di Pistoia

20| Gremigna Tonda

Prowvincia di Liverno,
Provincia di Pisa

21|\ Gremigno di Fauelia

Provincia di Pisa

22| M\ Gremignolo di Bolgheri

Provincia di Firenze,
Provincia di Livorno

3 & Grossaio

Provincia di Firenze,
Provincia di Pisa

24|\ Grossolana

Provincia di Livorno

25|\ Lastrino

Provincia di Pisa

26|\ Lazzero

Prowvincia di Liverno,
Provincia di Pisa

27|\ Lazzero delle Guadalupe

Provincia di Pisa

28| M\ Lazzero di Prata

Provincia di Livorno

29|\ Laz7FRO PRATIGIAND

Wassa Marittima (GR)

Provincia di Firenze,
Prowvincia di Liverno,

30/ Leccing Provincia di Pisa, Provincia di
Pistoia, Provincia di Siena
31 |Leccio del Corno Provincia di Firenze,

Provincia di Livorno

32|\ Leccio Maremmano

Provincia di Pistoia
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Phenolic Molecules in Virgin Olive Oils: a Survey of Their
Sensory Properties, Health Effects, Antioxidant Activity and
Analvtical Methods. An Overview of the Last Decade

Alessandra Bendini 13, Lorenzo Cerretani 1, Alegria Carrasco-Pancorbo l, Ana Maria Gomez-
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Biophenol Min Max Mean SD Cv
Hydroxytyrosol 0.57 4.63 1.79 0.88 0.49
Tyrosol or p-HPEA 0.67 4.38 1.71 0.82 0.48
Total Vanillic and caffeic acids 0.27 3.17 1.22 0.72 0.59
Vanillin 0.80 5.23 2.01 0.87 043
Para-coumaric Acid 0.06 0.44 0.23 0.11 0.46
Hydroxytyrosyl acetate 0.12 10.54 1.24 146 1.18
Ferulic Acid 0.11 12.29 1.62 214 1.32
Ortho-coumaric Acid 0.19 2.19 1.17 0.47 0.40
Decarboxymethyl oleuropein aglycone, oxidised dialdehydic

form 4.29 173.07 5442 4139 0.76
Decarboxymethyl oleuropein aglycone, dialdehydic form 15.20 443.35 13141 8464 0.64
Oleuropein 1.32 64.65 22.73 16.12 0.71
Oleuropein aglycone, dialdehydic form 1.25 60.50 21.77 1481 0.68
Decarboxymethyl ligstroside aglycone, oxidised dialdehydic

form 7.41 70.37 22.08 1168 0.53
Decarboxymethyl ligstroside aglycone, dialdehydic form 6.35 194.53 38.62 2956 0.77
Ligstroside aglycone, dialdehydic form 1.89 19.34 6.68 3.78 0.57
Oleuropein aglycone, oxidised aldehydic and hydroxylic form 7.83 63.57 27.64 13.68 0.50
Oleuropein aglycone, aldehydic and hydroxylic form 7.04 155.73 58.87 3445 0.59
Ligstroside aglycone, oxidised aldehydic and hydroxylic form 5.04 43.95 15.60 7.72 0.50
Ligstroside aglycone, aldehydic and hydroxylic form 0.75 16.26 4.78 3.09 0.65
Pinoresinol, 1 acetoxy-pinoresinol 3.87 92.01 3433 26.07 0.76
Cinnamic Acid 1.32 75.41 1393 1432 1.03
Luteolin 1.55 17.17 6.20 319 051
Apigenin 1.01 45.72 11.14 799 0.72
Methy! luteolin 1.46 34.17 8.55 6.32 0.74
Total Biophenols 123.78 960.98 489.73 173.97 0.36
Total Secoiridoids 89.39 782.14 40458 153.22 0.38
Total Flavonoids 7.60 67.76 2590 1329 051
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Short Communication

A genomic explanation connecting “Mediterranean
diet”, olive oil and cancer: Oleic acid, the

main monounsaturated Fatty acid of olive oil,
induces formation of inhibitory “PEA3 transcription
factor-PEA3 DNA binding site” complexes at the

Her-2/neu (erbB-2) oncogene promoter in breast, ovarian and
stomach cancer cells
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Variable Shorthand Min Max Mean SD CVv 10C
designation Limits for VOO

Palmitoleic Acid Cl6:1 0.28 2.96 1.07 0.47 0.44 0.30-3.50
Heptadecenoic Acid Cir:1 0.04 0.46 0.09 0.07 0.76 <0.30
Oleic Acid Ci18:1 60.33 81.37 74.54 4.48 0.06 55.0-83.0
Gadoleic Acid C20:1 0.20 0.41 0.27 0.03 0.15 <0.40
Linoleic Acid C18:2 2.55 19.72 7.53 3.18 0.42 2.50-21.00
Linolenic Acid C18:3 041 141 0.71 0.17 0.24 <1.00
Myristic Acid C14:0 0.00 0.01 0.00 0.00 0.09 <0.03
Palmitic Acid C16:0 9.11 17.50 13.13 1.72 0.13 7.50-20.00
Heptadecanoic Acid C17:0 0.03 0.33 0.05 0.04 0.89 <0.30
Stearic Acid C18:0 1.26 3.68 2.08 0.42 0.20 0.50-5.00
Arachidic Acid C20:0 0.22 0.58 0.35 0.06 0.16 <0.60
Behenic Acid C22:0 0.06 0.19 0.02 0.02 0.21 <0.20
Lignoceric Acid C24:0 0.03 0.10 0.05 0.01 0.26 <0.20
>~ MUFAs 61.8 82.4 75.98 4.30 0.06
% PUFAs 3.18 20.39 8.27 3.23 0.39
> UFAs 79.68 88.75 84.25 1.73 0.02

X SFAs 11.30 20.34 15.77 1.72 0.11
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Varieta con superiori caratteristiche

CLUSTER
1 2 3 4 5 6

Number of cultivars 12 14 20 12 5 2

Palmitoleic Acid 1.17+0.166 1.18+0.082 0.9740.085 0.890.060 1.29+0.360 1.54+0.003
Heptadecenoic Acid 0.10+0.029 0.07+0.003 0.10+0.016 0.11+0.027 0.07+0.005 0.08+0.005
Oleic Acid 72.48+0.608 74.16+0.112 77.12+0.699 76.49+0.158 69.50+0.138 60.83+0.277
Gadoleic Acid 0.26x0.015 0.26x0.007 0.28+0.007 0.29+0.001 0.27+0.010 0.23+0.005
Linoleic Acid 9.0540.635 7.0610.298 5.99+0.482 6.34+0.293 11.13+1.84 17.37+0.337
Linolenic Acid 0.65+0.026 0.73+0.006 0.70+0.030 0.74+0.043 0.75+0.006 0.80+0.048
Myristic Acid 0.01+0.000 0.01+0.000 0.01+0.000 0.01+0.000 0.01+0.000 0.01+0.000
Palmitic Acid 13.64+0.402 14.00£0.235 12.23+0.318 12.27+0.212 14.40+0.799 16.68+0.365
Heptadecanoic Acid 0.05+0.016 0.04+0.001 0.05+0.006 0.06+0.021 0.04+0.002 0.04+0.005
Stearic Acid 2.08+0.059 1.99+0.067 2.04+0.089 2.23+0.147 2.02+0.190 1.88+0.295
Arachidic Acid 0.34+0.001 0.34+0.006 0.34+0.011 0.38+0.016 0.35+0.007 0.35+0.043
Behenic Acid 0.10£0.005 0.10£0.004 0.10+0.003 0.12+0.006 0.11+0.006 0.12+0.013
Lignoceric Acid 0.05+0.003 0.05+0.003 0.05+0.004 0.06+0.003 0.05+0.006 0.05+0.000
Z MUFAs 74.02+0.620 75.69+0.146 78.47+0.661 77.80+0.152 71.13+2.192 62.69+0.267
X PUFAs 0.74+0.647 7.81+0.320 6.71+0.495 7.10+0.290 11.90+1.869 18.21+0.292
X UFAs 83.76+0.375 83.50£0.241 85.18+0.310 84.90+0.271 83.03+0.721 80.90+0.025
X SFAs 16.24+0.375 16.50£0.239 14.82+0.309 15.10£0.270 16.97+0.723 19.10+£0.010
L MUFA /X PUFA 8.09+0.785 10.01+0.613 12.88+0.833 11.21+0.587 7.01+0.708 3.45+0.001
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BRIEF COMMUNICATIONS

Ibuprofen-like activity in extra-virgin olive oil

Enzymes in an inflammation pathway are inhibited by oleocanthal, a component of olive oil.

Newly pressed extra-virgin olive
oil contains oleocanthal — a com-
pound whose pungency induces a
strong stinging sensation in the
throat, not unlike that caused by
solutions of the non-steroidal anti-
inflammatory drug ibuprofen’.
We show here that this similar
perception seems to be an indica-
tor of a shared pharmacological
activity, with oleocanthal acting as a natural
anti-inflammatory compound that has a
potency and profile strikingly similar to that of
ibuprofen. Although structurally dissimilar,
both these molecules inhibit the same
cyclooxygenase enzymes in the prostaglandin-
biosynthesis pathway.

The agent in extra-virgin olive oil responsi-
ble for throat irritation is thought to be the
dialdehydic form of ( — )deacetoxy-ligstroside
agljrcone2 (or oleocanthal, with oleo- for olive,

-canth- for sting, and -al for aldehyde) (Fig. 1).

o CHO
HO _Q_/_ N/\%
0 CHO

Figure 1| Structures of ( — )oleocanthal (left) and the anti-inflammatory
drugibuprofen (right). How they underpin the similar throat-irritating and
pharmacological properties of the two compounds is unclear as yet.

co-elution of a minor component or a mixture
of components could be causing the burning
sensation”. We therefore completed a de novo
synthesis of oleocanthal, assigned the absolute
stereochemistry (A.B.S. and Q.H., unpub-
lished results), and tested the throat-irritant
properties of this synthetic ( —)oleocanthal,
dissolved in non-irritating corn oil. The effect
was comparable to that of premium extra-
virgin olive-oil oleocanthal and was also dose-
dependent. (For details and for methods, see
supplementary information.)

CH,
HyC — E CH,
)
HO

inhibitor of the cyclooxygenase
enzymes COX-1 and COX-2, but
not of lipoxygenase®, which cat-
alyse steps in the biochemical
inflammation pathways derived
from arachidonic acid. We found
that, like ibuprofen, both enan-
tiomers of oleocanthal caused
dose-dependent inhibition of
COX-1 and COX-2 activities but
had no effect on lipoxygenase in vitro (Table 1).

Our findings raise the possibility that long-
term consumption of oleocanthal may help to
protect against some diseases by virtue of its
ibuprofen-like COX-inhibiting activity™®. If
50 g of extra-virgin olive oil containing up to
200 pg per ml oleocanthal is ingested per day’,
of which 60-90% is absorbed®’, then this cor-
responds to an intake of up to 9 mg per day.
This dose is relatively low, corresponding to
about 10% of the ibuprofen dosage recom-
mended for adult pain relief, but it is known
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Oleuropein, unexpected benefits!

Wenyan Sun, Bess Frost and Jiankang Liu

A “Mediterranean diet” nich in plant-based foods,
fish, and olive oil, is associated with reduced risk of most
aging-related diseases including metabolic syndrome and
neurodegenerative disorders. Oleuropein, a polyphenolic
compound enriched in olive oil and leaves of the clive
tree, has attracted scientific attention in recent years
becanse of a vanety of reported health benefits. While the
mechanisms by which oleuropein fanctions in vive and in
vitro have been investigated [1], more studies are needed
to better understand olenropein’s protective mechanism
of action and to develop oleuropein as a therapeutic.
Olewropein and its metabolite, hydroxytyrosol, have
powerful antioxidant activity, which might be responsible
for some of olive oil’s antioxidant, anti-inflammatory, and
disease-fighting activities.

Oleuropein is best known for its blood pressure-
lowenng effect. When administered via intraperitoneal or
intravenous injections, olenropein significantly reduces
systolic and diastolic blood pressure in amimal models.
The ability of clenropein to lower blood pressure may
justify the traditional use of olive leaf in the treatment of
mild to moderate hypertension. Our recent study provides
significant insight into the mechanism whereby olenropein
reduces blood pressure. We find that olenropein protects
the hypothalamus from oxidative stress by improving
mitochondrial function through activation of the Nrf2-
mediated signaling pathway [2]. These effects are evident
when supplementation occurs either before or after the
onset of hypertension, suggesting that olevropein is a
promising strategy to both prevent and treat high blood
pressure.

Beyond hypertension, olenropein has been shown
to have cardioprotective, anti-inflammatory, antioxidant,
anti-cancer, anti-angiogenic and nenrcprotective finctions,

and thus may be of therapeutic potential for a vanety of
human disorders. Olenropein reduces oxidative damage

Oncotarget, 2017, Vol. 8, (No. 11), pp: 17409-17409

Editorial

protective effects of oleuwropein [8]. Oxidative stress
and deregunlation of the mTOR pathway iz a common
theme among neurcdegeneration, cancer, diabetes, and
physiclogical aging, suggesting that the protective effects
of oleuropein in various disorders may occur through a
shared molecular mechanism .

Despite the many benefits of olevropem,
considerations about detrimental effects in certain
individuals should not be neglected. Olenropein may
exacerbate low blood pressure in individuals who already
have low blood pressure. Olenropein could also interact
with other pharmaceutical drugs that are designed to
lower blood pressure or regulate diabetes. Patients should
consult their physician before use and keep their physician
informed of each medication being used in order to avoid
additive or antagonistic dmg interactions and side effects.

The unexpected benefits and unigque properties of
olenropein provide ample rationale for continved use
and study of this key component of the Mediterranean
diet to promote human health. Future studies are needed
for a more comprehensive understanding of the cellular
networks involved in the diverse protective effects of

oleuropein.

i Center for Mitochondrial Biclogy and
Medicine, The Key Laboratory of Biomedical Information
Engineering of Ministry of Education, School of Life
Science and Technology and Frontier Institute of Science
and Technology, Xi'an Jiactong University, Xian, China

Comespondence fo: Jionkang Liv, email [fu@mail.xjtu.edu.
cn

Keywords: cleurcpein, benefits

Received: Januvary 23, 20017
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Sostanza pura o fitocomplesso?

qguando la molecola é piu attiva del fitocomplesso:
impiego medicinale della molecola o di un suo derivato di semisintesi

il fitocomplesso é piu attivo:

guando i costituenti entrano in sinergia tra loro

qguando ha maggiore biodisponibilita del principio attivo isolato quando &
desiderabile un meccanismo d'azione piu aspecifico

FITOCOMPLESSO DI VALERIANA AGLIO LUPPOLO IPERICO
Contengono composti instabili come composti purificati ma stabili nell’estratto
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Flavonoids as antioxidants in plants: Location and functional significance
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ABSTRACT

Keywords:

Dihydroxy B-ring substituted flavonoids
Flavonoid transport

Hydrogen peroxide

Quercetin glycosides

Sub-cellular flavoneid distribution

Stress-responsive dihydroxy B-ring-substituted flavonoids have great potential to inhibit the gener-
ation of reactive oxygen species (ROS) and reduce the levels of ROS once they are formed, i.e., to
perform antioxidant functions. These flavonoids are located within or in the proximity of centers of
ROS generation in severely stressed plants. Efficient mechanisms have been recently identified for the
transport of flavonoids from the endoplasmic reticulum, the site of their biosynthesis, to different cellular
compartments. The mechanism underlying flavonoid-mediated ROS reduction in plants is still unclear.
‘Antioxidant’ flavonoids are found in the chloroplast, which suggests a role as scavengers of singlet oxy-
gen and stabilizers of the chloroplast outer envelope membrane. Dihydroxy B-ring substituted flavonoids
are present in the nucleus of mesophyll cells and may inhibit RO5-generation making complexes with Fe
and Cu ions. The genes that govern the biosynthesis of antioxidant flavonoids are present in liverworts
and mosses and are mostly up-regulated as a consequence of severe stress. This suggests that the antiox-
idant flavonoid metabolism is a robust trait of terrestrial plants. Vacuolar dihydroxy B-ring flavonoids
have been reported to serve as co-subsirates for vacuolar peroxidases to reduce H20; escape from the
chloroplast, following the depletion of ascorbate peroxidase activity. Antioxidant flavonoids may effec-
tively control key steps of cell growth and differentiation, thus acting regulating the development of the
whole plant and individual organs.

@© 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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Caratterizzazione chimica e funzionale delle proprieta nutraceutiche di alimenti della
dieta mediterranea (legumi, cereali, ortofrutta, olio di oliva extravergine)
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Caso di Studio 3: bacche di Goji

PL.272,

Lyciet de Barbarie. Lycium barbarum L.
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Gli antiossidanti negli alimenti Valori ORAC
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OLII ESSENZIALLI

Analisi e caratterizzazione

La caratterizzazione fitochimica dell'olio essenziale si
rende necessaria in quanto |la sua complessa

composizione puo cambiare con:

*» Specie/varieta considerata

*» Parte della droga analizzata
s Chemotipo

* ambiente

¢ tecniche di coltivazione

¢ tecniche di estrazione

*»+ conservazione del prodotto

di conseguenza pud cambiare anche
biologico/farmacologico
e quindi la sua destinazione d’'uso finale

I'effetto




()

Frutta e Verdura
Spezie e Condimenti (aromatici, pepati, agliacei, altri)
Erbe per infusi e tisane

Nervini
Prodotti alimentari
Reg CEE 1169/2011
Botanical Food Supplement BFS

Integrano la dieta con sostanze che
hanno la proprieta di mantenere o
promuovere lo stato di salute in un

Non é possibile attribuire al prodotto alimentare proprieta atte a
prevenire, curare 0 guarire una malattia umana né accennare a tali
proprieta fatte salve le disposizioni comunitarie relative alle acque
minerali e ai prodotti destinati ad una alimentazione particolare (casi
particolari: BALSAMICI e DIGESTIVI)

Prima infanzia
Dietetici (glutine, lattosio)

Prodotti destinati alimentaz. particolare
D. Lgs. 111/1992 Reg. 609/2013

Ogni sostanza o associazione che
possa essere utilizzata allo scopo

individuo in buona salute

Erbe e
derivati

di  ripristinare  correggere 0

Integratori alimentari
D. Lgs. 169/2004

Preparati erboristici
Note MinSalut 5/12/2002 8/1/200
19/5/2010

Prodotti a base di ingredienti vegetali
preparati in farmacia, erboristeria, v
parafarmacia

Cosmetici
D. Lgs. 111/1992

Medicinali modificare  funzioni fisiologiche

D. Lgs. 169/2004 esercitando una azione
farmacologica immunologica o
metabolica

Medicinali con AIC (herbal medicinal products HMP)

Medicinali di uso consolidato (well established herbal med product WEHMPs)
Medicinali vegetali tradizionali (traditional herbal medicinal product THMPS)
Preparati o formule magistrali

Preparati o formule officinali

sostanza da sola o in
combinazione allo scopo di
prevenzione controllo terapia o
attenuazione di una malattia

Dispositivo medico
D. Lgs. 111/1992

Sostanza o miscela destinata ad essere applicata sulle superfici esterne del corpo oppure in
denti e mucose della bocca allo scopo esclusivamente di pulirli, profumarli, modificarne
I'aspetto proteggerli mantenere in buono stato o correggere gli odori corporei non hanno e non
possono vantare attivita terapeutica
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Produzioni farmaceutiche da “Vitro”

Taxolo : da Taxus spp., alcaloide diterpenico, agente anticancro
Morfina e codeina: da Papavero da oppio

(cell. Immobilizzate x biotrasformazione codeinone in codeina)
Ginsenosidi: radici di Panax, tonico

Berberina: alcaloide isochinolinico in Coptis japonica (radix)
(anticolesterolemico)

Diosgenina: precursore farmaci steroidei
Campthotecina: alcaloide antitumorale
Vincristina e vinblastina: alcaloidi dimerici antileucemici o
Tanshinoni: diterpeni chinoidi da Salvia miltiorrhiza
(contro angina pectoris ed ischemia)
Podofillotossina: ariltetralina, antitumorale precursore di
etoposide
Capsaicina: additivo per cibi (pungente)

Luisa Pistelli
Vijaya et al. 2010 J Nat Prod. 3:112-123  UNIVERSITA' DI PISA



py COLORANTI VEGETALI

SPECIE VEGETALI CONSENTITE DALLA LEGISLAZIONE
EUROPEA ED ITALIANA PER L’ ESTRAZIONE
DI PIGMENTI PER ALIMENTI

estrazione di betalaine

» Bietola rossa (Beta vulgaris L. var. rubra)

estrazione di antociani

e Carcade (Hr'b!:SC‘US sabdariffa L), estrazione di carotenoidi
l* Cavolo cappuccio rosso
- (Brassica oleracea var. capitata L.)

s S
SRS vite (Vitis vinifera). » Calendula (Galendula oﬁcmaﬁts‘ L.);

¢ Annatto (Bixa orellana);

e Carota (Daucus carota);

e Curcuma (Curcuma longa L.);

estrazione di clorofille » Erba medica (Medicago sativa),
« Erba medica (Medicago sativa); » Ortica (Urtica dioica L. e Urtica urensL.);
e Ortica (Urtica dioica L. e Urtica urensL.); * Peperone (Capsicum annuumL.);
* Pomodoro (Lycopersicon esculentumL.); * Pomodoro (Lycopersicon esculentum L.);

» Spinacio (Spinacia oleracea L.); » Tagete (7agetes spp).
: gete (/agetes spp.);




@ ESTRATTI DI PIANTE OFFICINALI
COME INSETTICIDI/ERBICIDI/ANTIMICROBICI NATURALI

Punti di forza

% La maggior parte delle molecole di origine
vegetale ad azione insetticida non sono tossiche per
1" uomo, gli animali e gli artropodi utili

% Queste molecole sono caratterizzate da bassa
persistenza

% Gli estratti vegetali hanno spesso piu di un

principio attivo, caratteristica che non favorisce
L . . . . .

| insorgere di resistenze nei fitofagi

% Possibilita di utilizzo in agricoltura biologica

Opportunita

#%Sempre maggiore richiesta da parte della societa e
dei consumatori di prodotti “sani” privi di residui
chimici

#Crescente diffusione della pratica dell’ agricoltura
biodinamica

&Le nuove normative europee hanno ridotto
notevolmente il numero di principi attivi

a AW e _ 4 a4 . 4 _ o a4

Punti di debolezza

%Mancata standardizzazione delle procedure estrattive e di
formulazione

%La bassa persistenza puo dare problemi nella conservazione a
causa della rapida biodegradabilita del prodotto stesso

®Problematiche per la registrazione dei prodotti commerciali

®Rapporto costo-beneficio non sostenibile nel breve periodo

Minacce

&Interazioni complesse delle molecole vegetali con 1’ ambiente
con conseguente difficolta nell” analisi dell’ efficacia

% Alternativa, per ora, economicamente poco vantaggiosa
rispetto ai fitofarmaci di sintesi
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@ BIOTECNOLOGIE DELLE

PIANTE MEDICINALI E AROMATICHE

Attrattivita delle Piante Aromatiche e Medicinali
(PAM)

® micropropagazione

¢ biosintesi

¢ biotrasformazioni

¢ conservazione del germoplasma

¢ ingegneria genetica di piante superiori
— Luisa Pistelli
UNIVERSITA




FILIERA BIOTECNOLOGICA:
DALLA PIANTA AL PRODOTTO COMMERCIALE
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Breeding tradizionale

Pianta selvatica

) . interfertil |
Varieta coltivata " E, Ex 'Efnn h
varieta coltivata

= Gene di
x interesse
Incrocio

X

Reincrocio
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Gene di
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Altro DNA
proveniente dalla
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varieta

Breeding transgenico

Gene di
Specie resistente interesse
filogeneticamente
distante dalla
varieta coltivata
Varieta

coltivata

Costrutto per la
trasformazione
contenente il

gene
Pianta

transgenica

Breeding cisgenico

Gene di

Forma selvatica interesse
interfertile con la
varieta coltivata
Varieta /

coltivata

Trasfnrmazion g
J |?
Costrutto per la
trasformazione
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@ Applicazioni biotecnologiche

Cisgenesis
Same species .
or sexually =
compatible
species .
N _
= . Gene 1 Transfer of gene into || ||
Gl Gl T-DNA with native
| promoter and terminator Cultivar Cisgenic variety
sequences
T2 T2 i
Intragenesis
cz| Gene 2 g
E = BT
—_— B —
o o Transfer of gene into .
T-DNA with regulatory : ; )
regions from sexually Cultivar Intragenic variety
compatible gene pool

lllustration of principles and procedures of obtaining cisgenic and intragenic crops. In cisgenesis, the new trait is derived from a sexually
compatible species and it is transferred to the recipient as it is, including the Agrobacterium-derived T-DNA borders; in intragenesis, the
gene construct is a hybrid of different components from different genes within the same species or sexually compatible species. Red
boxes: Agrobacterium-derived T-DNA borders; black boxes: borders belonging to sexually compatible DNA pool (P-DNA borders), when
using Agrobacterium-mediated transformation. P, promoter; G, engineered gene; T, terminator.



Long dsRNA
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Secondary siRNAs
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methylation inhibition

Schematic illustration of RNAi mechanism. Double stranded RNA (dsRNA) molecule binds to a Dicer protein, which cleaves it into
small interfering RNAs (siRNASs); these siRNAs bind to an Argonaute (AGO) protein, part of the RNA-Induced Silencing Complex
(RISC). The RISC separates the siRNAs into two strands: the passenger strand (blue) is degraded while the guide strand (orange)
serves as a search probe, which links RISC to complementary RNA targets. After this recognition target's expression can be regulated
through several different mechanisms. In plants, the silencing signal can be perpetuated by the action of the RNA-dependent RNA

polymerase (RARP).
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Nuclease-induced DSB

/

NHEJ-mediated repair HDR-mediated repair
No donor DNA + donor DNA + donor DNA
/ \ Donor tempm
Insertion Deletion
A  Gene knockout B Precise gene C Gene insertion

mutation

Induced double strand breaks (DSBs) of the target DNA by nucleases can be repaired by either non-homologous end-joining (NHEJ)
or homology directed repair (HDR). (A) NHEJ usually leads to gene knockout by the insertion (green) or deletion (red) of random base
pairs. (B) If a donor template, that shares regions of homology to the sequence next to the DSB is available, HDR can introduce
precise gene modification or (C) specific nucleotide/gene insertion.



Cleavage Right ZFP

domain

TAATTTAAA

Left ZFP

Cleavage
domain

Schematic illustration of zinc-finger nuclease (ZFN) structure and mechanism of inducing double strand breaks (DBSs) on its
target. The target site of the ZFN is recognized by the “left” and “right” monomers consisting of a tandem array of three to six
engineered zinc finger proteins (ZFPs) (three are shown here); single engineered ZFP can recognize a nucleotide triplet
(shown in different colors). Each ZNF is linked to a nuclease domain from the Fokl restriction enzyme. Recognition of the
target sequence by the left and right ZFPs results in dimerization of the Fokl nuclease; DNA cleavage takes place along the
spacer sequence (usually 6 bp long, shown in red) between the two ZFP recognition sites.
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Engineered CRISPR/Cas9 cassette

Cas9 nuclease

Target DNA
Protospacer V\('96, Lo
5
The seed
sequence
3 sgRNA

Schematic illustration of the CRISPR/Cas9 system structure and the principle of CRISPR/Cas9-mediated genomic modifications.
Cas9 can be reprogrammed to induce the cleavage of specific DNA sequences by the production of a synthetic guide RNA (sgRNA).
It contains a region (seed sequence, usually 8—12 bp long, shown in blue) complementary to the target DNA on the genomic loci that
mediates the binding of the Cas9 protein. The cleavage site stays 3 bp upstream of the protospacer adjacent motif (PAM, NGG;
shown in red), which is required for the cleavage of the target DNA sequence. Induced DSBs of the target DNA are repaired by
either NHEJ or HDR, producing gene mutations that include nucleotide insertion, deletion or substitution around the cleavage sites



