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Abstract. Medicinal plants are the most important
source of life saving drugs for the majority of world’s
population. The biotechnological tools are important
to select, multiply and conserve the critical genotypes
of medicinal plants. In-vitro regeneration holds
tremendous potential for the production of high-quali-
ty plant-based medicine. In-vitro production of sec-
ondary metabolites in plant cell suspension cultures
has been reported from various medicinal plants.
Bioreactors are the key step towards commercial pro-
duction of secondary metabolites by plant biotechnol-
ogy. Genetic transformation may be a powerful tool
for enhancing the productivity of novel secondary
metabolites; especially by Agrobacterium rhizogenes
induced hairy roots. This article discusses the appli-
cations of biotechnology for plant regeneration and
genetic transformation for enhance the secondary
metabolite in vitro production from medicinal plants.

Key words: plant tissue culture; regeneration;
bioreactors; genetic transformation; combinatorial
biosynthesis.

Introduzione

Le piante sono considerate come fabbriche biochi-
miche, che costruiscono tutto cido di cui hanno biso-
gno per sopravvivere, quindi sia metaboliti primari
che secondari, a partire da acqua, aria, minerali ed
energia proveniente dal sole. Molte di queste piante
biosintetizzano e accumulano sostanze organiche
estraibili, in quantita sufficiente per essere utilizzate
sia come materie prime alimentari sia come materiali
grezzi per varie applicazioni tecnologiche e scientifi-
che. I metaboliti secondari delle piante sono ormai
noti possedere un ruolo importante nell’adattamento
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delle piante al loro ambiente, ma rappresentano anche
un’importante risorsa di prodotti d’interesse farma-
ceutico. Oggi i composti bioattivi (phytochemicals)
sono usati sia come farmaci che come fitofarmaci,
aromi e profumi, additivi alimentari e pesticidi. Basti
pensare che il 70-80% delle popolazione mondiale si
affida alla medicina tradizionale, per lo piu a base di
piante medicinali, per le proprie necessita primarie di
salute. Infatti le piante medicinali costituiscono anco-
ra oggi una importante risorsa di materiale per 1’indu-
stria farmaceutica, essendo inserite in circa il 25% dei
farmaci prescritti.

Da molti anni ha suscitato notevole interesse 1’uti-
lizzo delle colture in vitro e in particolare delle coltu-
re cellulari per la produzione di composti naturali di
interesse commerciale. Un certo numero di piante
sono state utilizzate per produrre e propagare culture
in sospensione, a partire da sistemi modello quali
Arabidopsis thaliana per arrivare a piante coltivate,
quali riso, soia, alfa-alfa e tabacco, fino alle piante di
notevole interesse farmaceutico come il Taxus e il
Catharantus (Vijaya Sree et al. 2010).

Per aumentare la resa produttiva dei metaboliti
attivi, adatta agli scopi commerciali, sono stati fatti
vari sforzi per migliorare ’estrazione, ottimizzando le
condizioni culturali, selezionando linee ad alta resa o
impiegando precursori, fino all’impiego di metodi di
trasformazione e tecniche d’immobilizzazione. Anche
le coltivazioni su larga scala costituiscono un’attraen-
te alternativa rispetto ai metodi tradizionali di coltura,
dato che offrono forniture controllate di composti bio-
chimici indipendentemente dalla disponibilita della
pianta.

Uno dei propositi principali delle ricerche biotec-
nologiche in corso ¢ quello di aumentare la produzio-
ne di metaboliti bioattivi e di diminuirne il prezzo; le
biotecnologie delle piante officinali dovrebbero aiuta-
re a raggiungere questi obiettivi. Per questo motivo la
scoperta di colture cellulari capaci di produrre compo-
sti medicinali specifici, a concentrazioni simili o
superiori rispetto alla pianta intera, ha avuto un’acce-
lerazione notevole negli ultimi anni. Nuove sostanze
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farmacologicamente attive sono state isolate e identi-
ficate attraverso screening guidati da saggi sull’atti-
vita ed ¢ stato dimostrato come ’attivita biosintetica
di colture cellulari possa essere aumentata dalla rego-
lazione di fattori ambientali, da selezioni artificiali e
dall’induzione di cloni varianti. Molti dei composti
medicinali che si trovano localizzati in tessuti specia-
lizzati o in organi di piante autoctone possono essere
prodotti in coltura in vitro non solo attraverso tessuti
specializzati, ma anche attraverso colture di cellule
indifferenziate. Anche le sospensioni cellulari posso-
no essere utilizzate per coltivare cellule vegetali su
larga scala in modo da costituire una risorsa affidabile
di prodotti naturali ed estrarne quantitativi apprezza-
bili. Inoltre queste produzioni potrebbero essere fatte
dovunque, sotto condizioni strettamente controllate e
con un alto grado di flessibilita.

Le colture transgeniche di hairy roots hanno
comunque rivoluzionato il ruolo della coltura di tessu-
ti per la produzione dei metaboliti secondari, poiché
sono stabili dal punto di vista genetico e biosintetico
piu veloci nella crescita, e possono essere mantenute
piu facilmente.

Molti composti, appartenenti ad almeno 50 catego-
rie di prodotti, sono stati identificati nelle colture di
cellule in vitro, alcuni di questi in concentrazione
uguale o maggiore rispetto alla pianta di partenza.

Recenti sviluppi nella tecnologia delle colture di
tessuti indicano che i fattori di trascrizione sono stru-
menti molecolari efficienti per I’ingegneria metaboli-
ca vegetale al fine di aumentare la produzione di
metaboliti commercialmente utili. La “biosintesi com-
binatoria” scaturisce dalla combinazione di geni di
microorganismi differenti per la produzione di nuovi
e interessanti metaboliti e sta emergendo come un
nuovo strumento nella produzione di prodotti naturali
rari e costosi (infatti sul mercato sono presenti com-
posti molto costosi poiché si ritrovano solo in piante
rare e spesso presenti in piccolissime concentrazioni,
quali ad esempio alcaloidi (vinblastina e vincristina),
terpenoidi (artemisina, paclitaxel) e flavonoidi.

Le colture di tessuti

Le colture in vitro riguardano la crescita e la molti-
plicazione di cellule, tessuti e organi di piante su
mezzi coltura solidi e liquidi, sotto condizioni asetti-
che e in ambiente controllato. La tecnologia commer-
ciale si basa principalmente sulla micropropagazione,
attraverso la quale si realizza una proliferazione rapi-
da da talee, gemme ascellari e in piccola parte anche
da ammassi di cellule sia in colture in sospensione che
in bioreattori. Il processo di micropropagazione viene
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di solito diviso in diversi stadi, quali la pre-propaga-
zione, 1’ottenimento dell’espianto, la subcoltura del-
I’espianto per la proliferazione, la moltiplicazione dei
germogli, la radicazione e la resistenza all’ambiente
esterno; tutti stadi applicabili anche su larga scala. La
micropropagazione ¢ ancora oggi utilizzata come un
sistema biotecnologico avanzato per la produzione di
piante esenti da patogeni in agricoltura e forestazione.
Protocolli di clonaggio sono stati realizzati anche per
numerose piante medicinali, tra le quali Catharanthus
roseus (Apocinaceae), Datura metel (Solanaceae) e
Bacopa monnieri (Scrophulariaceae) (Mousumi D et
al. 2006). Piu recentemente sono stati studiati anche i
protocolli di micropropagazione, di fioritura e fruttifi-
cazione in vitro di Withania somnifera, una pianta
medicinale dalle proprieta antitumorali, a partire da
espianti di gemme ascellari (Saritha et al., 2007).

Tuttavia la micropropagazione convenzionale ¢ una
tecnica di propagazione clonale intensiva e pertanto
sono state messe a punto automazioni in bioreattori per
cercare di ridurne i costi. I bioreattori furono realizzati
per la prima volta nel 1981 per colture di Begonia e da
allora applicati per varie tipologie di colture di germo-
gli, gemme, microtuberi, ed embrioni somatici (Khan
et al., 2009). I bioreattori possono essere divisi in due
tipi: quelli in cui le colture sono immerse solo parzial-
mente o temporaneamente nel mezzo e quelle in cui
tutte le colture sono continuamente sommerse. Queste
apparecchiature consentono un controllo preciso della
crescita vegetale, degli scambi gassosi, dell” intensita
luminosa, agitazione del mezzo, temperatura ¢ pH
rispetto a quanto avviene nei contenitori convenziona-
li. Tutto questo consente di aumentare la velocita di
moltiplicazione e crescita delle piante e di ridurre 1’e-
nergia e il lavoro richiesto per la micropropagazione
commerciale. Tra i sistemi principali di coltura in bio-
reattore si distinguono: (1) quelli che producono solo
un aumento di biomassa (il prodotto finale ¢ costituito
da cellule o propaguli organo- o embriogenetici, ger-
mogli o radici), (2) quelli che producono metaboliti o
enzimi vegetali, e (3) quelli che operano biotrasforma-
zioni a partire da composti esogeni aggiunti (talvolta
precursori della via metabolica). In questo modo sono
stati sviluppati nuovi bioreattori con gorgogliamento o
di ascensione di aria, che agitano e ossigenano in con-
temporanea la coltura di germogli o embrioni somatici
(Ruffoni et al., 2010) Sono descritte molte applicazio-
ni riguardanti le piante medicinali, ad esempio le col-
ture in sospensione di Papaver somniferum per pro-
durre quantitativi apprezzabili di sanguinarina (un
alcaloide con proprieta antibatteriche utilizzato nei
prodotti per I’igiene orale) anche attraverso 1’uso di
elicitori (Balazova et al., 2011).



La radice di Panax ginseng C.A. Mayer, chiamato gin-
seng, ¢ largamente utilizzata fin dai tempi antichi
come tonico, promotore di salute e longevita. Il ginse-
noside Rgl ¢ uno di maggiori componenti tra i ginse-
noisidi, un gruppo di saponine triterpenoidiche, che
costituiscono i composti bioattivi. In letteratura sono
stati riportati molti studi circa la rigenerazione attra-
verso embriogenesi somatica in calli derivanti da radi-
ci. Anche l’effetto di diversi componenti del mezzo
come il carbone, la concentrazione di azoto o di fosfa-
to, o gli ormoni della crescita possono aumentare la
produzione di ginsenosidi. Sono stati costruiti anche
bioreattori da 2.000 a 20.000 litri per raggiungere pro-
duzioni di 500-700 mg/1 al giorno. Attraverso la coltu-
ra di radici di ginseng, coltivate in bioreattori, sono
state prodotte buone rese di saponine (500mg/litro/
giorno) (Xiangling et al., 2011). Inoltre la trasforma-
zione delle radici di Panax ginseng con Agrobacterium
tumefaciens ha fatto raggiungere una produttivita di tre
volte superiore rispetto alla coltura di callo (Mallol et
al., 2001). Piu recentemente anche 1’aggiunta di
metiljasmonato e diidrometiljasmonato ha ulterior-
mente migliorato la produttivita (Kim et al., 2009).

Trasformazione con Agrobatterio

La tecnologia della trasformazione genetica ¢ un
ottimo strumento per la produzione di piante con carat-
teristiche desiderate: permette di superare problemi
agronomici e ambientali che non possono essere risolti
con i programmi di miglioramento convenzionali.

La trasformazione delle piante mediata da batteri
gram negativi, patogeni del terreno, quali
Agrobacterium spp. (appartenenti alla famiglia delle
Rhizobiaceae) ¢ divenuto il mezzo pit comune per
introdurre geni esogeni nelle cellule vegetali e succes-
siva rigenerazione delle piante transgeniche. 4. rhizo-
genes ¢ A. tumefaciens rappresentano dei veri e propri
ingegneri metabolici naturali capaci di interagire e
modificare il genoma delle cellule vegetali provocan-
do modificazioni genetiche che possono risultare van-
taggiose per stimolare o aumentare la produzione di
metaboliti secondari. Molte colture sono state trasfor-
mate con successo, € buoni risultati sono stati rag-
giunti anche con piante medicinali, specie riguardo
all’aumento del contenuto di metaboliti secondari. In
questo modo sono state realizzate le trasformazioni di
Taxus (yew) Echinacea, Scrophularia (figwort),
Digitalis (foxglove), Thalictrum (meadowrues) e
Artemisia. Le trasformazioni geniche mediate da
Agrobacterium hanno il vantaggio di permettere
un’integrazione stabile e definita del DNA nel geno-
ma della pianta, che generalmente si manifesta con un
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basso numero copie, bassi riarrangiamenti e stabilita
dell’espressione anche su diverse generazioni rispetto
al altri metodi di transfezione.

Le colture di hairy roots (radici pelose avventizie)
sono un’alternativa alle colture cellulari per la produ-
zione di metaboliti secondari. Il sistema delle hairy
roots & causato dall’infezione, a livello delle ferite
delle piante, con Agrobacterium rhizogenes. La for-
mazione di hairy roots ¢ dovuta al trasferimento di un
frammento di DNA (T-DNA) dal plasmide Ri, conte-
nuto nel batterio, alla cellula vegetale. Questo T-
DNA, che non ¢ espresso nel batterio, si integra cova-
lentemente nel DNA eucariotico e viene trascritto e
tradotto con conseguente neoplasia organogenetica
che si manifesta sotto forma di radici. Il fenotipo delle
hairy roots ¢ caratterizzato da una crescita ormone-
indipendente, dalla mancanza di geotropismo, dalla
formazione di ramificazioni laterali e dalla stabilita
genetica (Pistelli et al., 2010). Proprio per la loro ele-
vata e stabile produttivita, le colture di hairy roots
sono studiate da anni per il loro potenziale nel produr-
re preziosi metaboliti secondari come alcaloidi da
Atropa belladonna (Bonhomme et al., 2000) e acido
rosmarinico in colture di Ocimum basilicum (Bais et
al., 2002).

Piante di Iperico (H. perforatum, St. John’s Wort)
sono state rigenerate a partire da differenti linee di
hairy roots (Bertoli et al., 2008). La produzione dei
composti bioattivi piu noti ¢ stata realizzata anche se
con rese variabili. Due delle linee ottenute produceva-
no iperoside (4,9-4,6 mg/g peso secco), mentre altre
linee erano caratterizzate da alte produzioni di acido
clorogenico (da 0,47 a 1,09 mg/g peso secco).
Soprattutto una delle linee ottenute mostro di produrre
un contenuto di ipericine 10 volte superiore (0,25
mg/g peso secco) a quanto riportato in letteratura per
le colture di germogli.

L’uso di elicitori ha consentito di migliorare ulte-
riormente le produzioni di metaboliti secondari. Gli
elicitori di origine biotica (estratti proteici, omogenati
fungini o batterici autoclavati, polisaccaridi, chitosa-
no, glicoproteine) o abiotica (raggi UV, sali di metalli
pesanti, agenti chimici di vario tipo) sono in grado di
indurre stress nelle cellule e una volta aggiunti al
mezzo di coltura, stimolano la produzione dei compo-
sti attivi (Ramachandra et al., 2002). Numerosi studi
hanno dimostrato gli effetti del chitosano nell’elicita-
zione nella produzione di composti fenolici, per esem-
pio nelle sospensioni di cellule di Arabidopsis thalia-
na (Chivasa et al., 2003) e in piantine di Ocimum
basilicum coltivate in vitro (Kim et al., 2005), per la
produzione di isoflavonoidi (dainzena e genisteina) in
Pueraria candollei (Udomsuk et al., 2010).
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Biosintesi combinatoria

La “biosintesi combinatoria” scaturisce dalla com-
binazione di geni di microorganismi differenti per la
produzione di nuovi e interessanti metaboliti o di pro-
dotti naturali rari. Infatti sul mercato sono presenti
composti molto costosi poiché sono contenuti in pian-
te rare e spesso in piccole concentrazioni, quali ad
esempio alcaloidi (vinblastina e vincristina), terpe-
noidi (artemisina, paclitaxel) e flavonoidi (Julsing et
al., 2006). Podofillotossina e R di patented (farmaci
antitumorali) sono chiari esempi di prodotti farmaceu-
tici che possono essere prodotti soltanto per estrazio-
ne e isolamento da materiale vegetale.

R di patented, il nome commerciale del taxolo, ¢
un diterpenoide che si puo trovare nelle cortecce e
aghi di differenti specie di Taxus. La biosintesi parte
dalla ciclizzazione del geranildifosfato (GGDP) e
conduce al taxadiene. La maggior parte dei 19 step
enzimatici conosciuti sono correlabili a idrossilazioni
e altre reazioni di ossidazione dello scheletro del taxa-
diene. Sono stati identificati e isolati parecchi geni da
differenti specie di Taxus responsabili della biosintesi
e possono costituire la base per studi combinatoriali in
microorganismi eterologhi; infatti tutti i geni che sono
stati clonati in E. coli confermano la funzione degli
enzimi isolati. Il primo intermedio taxadiene puo
essere prodotto oggi in E. coli. La coespressione della
taxadienesintasi da Taxus brevifolia con la geranilge-
ranildifosfatosintasi, isolata da Erwinia herbicola,
isopentenildifosfatosintasi proveniente da
Saccharomyces pombe ¢ la deossiixilulosio-5-fosfato-
sintasi esogena da E. coli, portano alla produzione di
1.3 mg/1 di taxadiene in colture cellulari (Huang et al.,
2001). Questo sistema non ottimizzato conferma il
principio secondo cui ¢ possibile produrre taxani da
E. coli geneticamente modificata, combinando stadi
biosintetici con enzimi derivanti da organismi diversi.

Riassunto

Negli ultimi anni molte ricerche sono state indiriz-
zate verso la produzione di elevate quantita di meta-
boliti secondari dalle PAM per soddisfare il sempre
piu elevato fabbisogno mondiale di questi prodotti
naturali, siano essi fitomedicine che nutraceutici.

Le biotecnologie applicate alle piante medicinali e
aromatiche contribuiscono a fornire le tecniche piu
adeguate ¢ moderne per rispondere a tali esigenze;
infatti con i sistemi di coltivazione in vitro si puo otte-
nere, in maniera continua ed indipendente dalle condi-
zioni ambientali, una considerevole biomassa vegetale
in grado di fornire i principi biologicamente attivi.
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Accanto alle classiche colture di calli e alle colture
cellulari in sospensione, si sta diffondendo anche la
produzione di Aairy roots, ottenute inoculando tessuti
vegetali con Agrobacterium rhyzogenes, in grado di
generare elevate quantita di metaboliti di interesse.

L’utilizzo di tali nuove metodologie ha dato origi-
ne negli ultimi anni alla particolare attenzione verso la
qualita e la sicurezza alimentare.

Parole chiave: colture di tessuti, rigenerazione, bio-
reattori, trasformazione genetica, genetica combina-
toria.
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In vitro culture and taxanes pro-
duction

Abstract. Taxanes are secondary metabolites mainly
produced by Taxus species plants. The most well
known taxanes, as they are employed as antineoplastic
drugs, are Taxol (generic name paclitaxel), a natural
compound originally extracted from the bark of Taxus
brevifolia Nutt., with a low yield, and Taxotere (generic
name docetaxel), a sinthetic analog. Many attempts
have been made to produce Taxol and other taxanes by
chemical synthesis, semisynthesis and plant tissue cul-
tures. However, to date, the availability of this com-
pound is not sufficient to satisfy the commercial require-
ments and its cost remains very high. Presently, most of
the drug for clinical use is produced by semisynthesis,
starting from a natural precursor, 10-deacetylbaccatin
[ll, which can be obtained from differentiated yew tis-
sues, mainly leaves, with a relatively good yield.
Semisynthesis is also used to produce Taxotere. The
aim of the present work was to produce suspension cell
cultures from plants not belonging to Taxus genus and
to verify whether they produced Taxol and taxanes. For
this purpose different explants of hazel (Corylus avel-
lana L. species) were used to optimize the protocol for
inducing in vitro callus, an undifferentiated tissue from
which suspension cell cultures were established. Calli
were successfully induced from stems, leaves and
seeds grown in culture media with different hormone
concentrations and combinations. Calli from seeds and
leaves were used to establish suspension cell cultures.
ELISA and HPLC analysis showed that media recov-
ered from suspension cell cultures contained taxanes.
Taxol, 10-deacetyltaxol and 10-deacetylbaccatin Il
were the main taxanes identified. Despite a certain vari-
ability, hazel and yew cultures have been found to pro-
duce taxanes in similar level, and to release them in the
medium over a period of 100 days. Moreover, the pro-
duction of taxanes in hazel cell cultures increased when
elicitors, such as methyljasmonate and chitosan, were
added to culture medium. In conclusion, we show that
hazel cell cultures produce Taxol and taxanes under
controlled conditions. This result suggests that hazel

* mariangela. miele@jistge.it
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possesses the enzymes for Taxol production, which
until now has been considered to be a pathway particu-
lar to Taxus genus. The main benefit of producing tax-
anes through hazel cell cultures is that hazel is widely
available, grows at a much faster rate in vivo, and it is
easier to be cultivated in vitro than yew. In addition, the
production of callus directly from hazel seeds shortens
the culture time, and minimizes the probability of conta-
mination. Therefore, hazel could become a commercial
source of taxanes, both to be used as new therapeutic
agents or as new precursors for Taxol semisynthesis.

Key words: Taxol, hazel, antineoplastic drugs, cal-
lus induction.

Introduzione

I tassani sono composti caratterizzati da una tipica
struttura diterpenoica (Rowinsky, 1997). I tassani piu
noti per i loro impieghi in campo terapeutico sono il
Tassolo (nome generico paclitaxel), composto natura-
le originariamente estratto dalla corteccia di Taxus
brevifolia Nutt. (Wani et al., 1971) e Tassotere (nome
generico docetaxel), composto di sintesi impiegato
come antitumorale in alternativa al Tassolo (Holton ef
al., 1995).

Fin da quando il Tassolo ¢ stato approvato come
farmaco antitumorale dalla FDA nel 1992, esistono
problemi di disponibilita di tale composto, principal-
mente dovuti al fatto che il 7. brevifolia Nutt. cosi
come altre specie di tasso, fornisce quantita molto
limitate di tassani (Wani et al., 1971). Inoltre la sinte-
si chimica di questo composto su scala industriale non
sembra realistica, a causa della complessa struttura
della molecola (Holton et al., 1994). Nonostante i
numerosi tentativi per rendere il prodotto disponibile
su larga scala, la produzione di Tassolo non sembra
soddisfare le richieste cliniche. La maggior parte del
Tassolo utilizzato in terapia viene prodotto per semi-
sintesi, a partire da un precursore biologico (10-deace-
tilbaccatina III) ottenuto con buona resa dalle foglie di
Taxus baccata L. (tasso europeo). Il metodo per la
semisintesi viene impiegato anche per la produzione



del Tassotere. Tuttavia I’approccio semisintetico pre-
senta diverse limitazioni dovute all’estrazione ed all’i-
solamento del precursore da diversi tessuti, che posso-
no contenere quantitativi variabili di metaboliti secon-
dari a causa di fattori epigenetici ed ambientali.

Le colture cellulari vegetali sono quindi considera-
te uno degli approcci piu promettenti per ottenere
quantita soddisfacenti di Tassolo e composti correlati.
Sono stati fatti diversi tentativi per produrre colture
cellulari da diverse specie di tasso, anche impiegando
elicitori per aumentare la produttivita ed il rilascio di
Tassolo e tassani nel terreno di coltura (Fett-Neto et
al., 1992; Mirjalili e Linden 1996; Yukimune et al.,
1999). Tuttavia la disponibilita di questo farmaco ¢
ancora limitata ed il suo costo ¢ ancora molto elevato
a causa delle problematiche associate alla coltivazione
in vitro delle varie specie di tasso. Sono stati fatti
anche tentativi per isolare e coltivare in vitro alcune
specie di funghi endofiti, ma la resa di tassani ¢ risul-
tata ancora minore rispetto alle colture di tasso (Zhou
et al., 2010). Finora le uniche fonti da sfruttare per la
produzione commerciale di tassani sono state le pian-
te di tasso. Sebbene il Tassolo sia sempre stato consi-
derato un prodotto peculiare del metabolismo del
tasso, qualche anno fa ¢ stato ritrovato anche in alcu-
ne varieta di nocciolo americano (Service 2000).
Tuttavia gli autori dello studio avevano attribuito la
presenza di Tassolo a contaminazioni fungine piutto-
sto che al metabolismo del nocciolo stesso (Hoffman
et al., 1998).

L’obiettivo del presente lavoro ¢ stato quello di
definire le condizioni sperimentali per ottenere colture
cellulari di nocciolo (Corylus avellana L.) e verificare
se esse producevano Tassolo e tassani. A questo
scopo ¢ stato indotto callo da tessuti differenziati sia
di nocciolo che di tasso per ottenere colture cellulari. I
terreni di coltura sono stati poi analizzati per la pre-
senza di tassani.

Materiali e metodi

Materiale vegetale e induzione di callo

Steli, foglie e semi di nocciolo (C. avellana L.) e
di tasso (7. baccata L.) sono stati utilizzati per |'indu-
zione di callo. I tessuti differenziati sono stati steriliz-
zati con NaClO 4% e trasferiti in piastre contenenti
terreno MS (Murashige e Skoog 1962) pH 5.5 con 10
g/l di agar, 20 g/l di saccarosio e diverse concentra-
zioni e combinazioni di fitoregolatori quali acido 2,4-
Diclorofenossiacetico (2,4-D), Benziladenina (BA) e
acido naftalenacetico (NAA). Per ciascun tessuto
(foglia, stelo e seme) sono state preparate almeno 24
piastre contenenti 8 diverse concentrazioni e combi-
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nazioni di fitoregolatori. Ogni piastra conteneva 8-10
frammenti che sono stati mantenuti al buio in camera
di crescita a 26+1 °C. L'induzione di callo ¢ stata
valutata 30 giorni dopo la messa in coltura per il noc-
ciolo e 60 giorni dopo la messa in coltura per il tasso.
I calli venivano periodicamente trasferiti in terreno
fresco con fitoregolatori e subcoltivati ogni 15 giorni.
La media e la deviazione standard sono state calcolate
su almeno 4 esperimenti per ciascun tessuto.

Colture cellulari

Le colture cellulari di nocciolo e di tasso sono state
ottenute da callo mantenuto in coltura per circa 4
mesi. In particolare, circa 4 gr di callo bianco e friabi-
le di nocciolo ottenuto da seme, cresciuto in terreno
con 0,5 mg/l di 2,4-D piu 1 mg/l di BA e circa 2 gr di
callo bianco e friabile di tasso ottenuto da steli, cre-
sciuto in terreno con 2 mg/ml di NAA, sono stati tra-
sferiti in 50 ml di terreno liquido con la stessa concen-
trazione di fitoregolatori in cui ¢ stato indotto il callo.
La sospensione cellulare ¢ stata mantenuta al buio in
fiasche Erlenmeyer a 26+1 °C in agitazione orbitale
(velocita 125 rpm) e subcoltivata ogni 15 giorni.
Prima di trasferire le colture in terreno fresco, 4 ml di
sospensione cellulare sono stati centrifugati ed il
sopranatante analizzato per la presenza dei tassani.
L’analisi dei tassani ¢ stata effettuata per circa 15 set-
timane. Almeno 4 fiasche con callo di nocciolo e 3
fiasche con callo di tasso sono state preparate per 4
diversi esperimenti.

Preparazione degli estratti ed analisi dei tassani

I tassani presenti in 4 ml di terreno di coltura cellu-
lare di nocciolo e di tasso sono stati filtrati con filtri di
nylon (Ketchum e Gibson 1995), quindi i filtri sono
stati lavati con 300 pl di metanolo per eluire i tassani.
I tassani sono stati quindi identificati e quantificati
preliminarmente mediante il saggio ELISA competiti-
vo TAOI1 (Hawaii Biotech) e successivamente con
HPLC Waters fornito di detector UV (Ottaggio et al.,
2008).

Elicitazione

Sei diverse sospensioni cellulari sono state prepa-
rate con callo di nocciolo indotto in terreno MS con
0.5 mg/l di 2,4-D piu 1 mg/l di BA. Circa 2 g di callo
derivato da seme ¢ stato trasferito in fiasche
Erlenmeyer contenenti 60 ml di terreno liquido con la
stessa concentrazione e combinazione di fitoregolatori
impiegata per I’induzione del callo.

Dopo 1 settimana le colture sono state divise in 3
fiasche con 30 ml di terreno fresco. Dopo 8 giorni
sono stati aggiunti gli elicitori. Sei fiasche sono state
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trattate con 200 mM di metiljasmonato; 6 fiasche con
200 mM di metiljasmonato piu 0,182 g/l di chitosano.
Le restanti 6 fiasche sono state trattate con metanolo e
usate come controllo. Dopo 2, 4, e 6 giorni di elicita-
zione 5 ml di sospensione cellulare sono stati centrifu-
gati ed il sopranatante analizzato per la presenza dei
tassani mediante HPLC (Linden e Phisalaphong 2000).

Risultati e discussione

Per ottimizzare il protocollo per la coltura di cellu-
le in vitro ¢ stato indotta la produzione di callo da
espianti di tessuti differenziati di C. avellana L.. Steli,
foglie e semi coltivati su terreno addizionato con
diverse concentrazioni € combinazioni di fitoregolato-
ri hanno sviluppato callo a partire dal 10° giorno di
coltura, con una certa variabilita rispetto alla concen-
trazione del fitoregolatore ed al tipo di espianto usato.
La tabella 1 mostra la percentuale di callo derivata dai
diversi espianti dopo 30 giorni di coltura. Quasi tutte
le combinazioni di fitoregolatori erano in grado di
indurre callo con una preferenza per 2,4-D, da solo o
in combinazione con BA. L’induzione di callo deriva-
to da semi era elevata (piu del 50%) anche quando
NAA veniva usato in combinazione con BA. Le
migliori fonti di espianti sono stati gli steli ed i semi.
Parte degli espianti da semi coltivati in terreno con
fitoregolatori hanno poi prodotto embrioni somatici
dopo diversi giorni di coltura, con un massimo di for-
mazione di embrioni somatici a 14-18 giorni di coltu-
ra. Lo sviluppo degli embrioni somatici non sembra
dipendente dalla concentrazione/combinazione dei
fitoregolatori; tuttavia gli espianti da seme cresciuti in

Tab. 1 - Induzione di callo da espianti di C. avellana L. dopo 30
giorni di coltura su terreno MS con diverso contenuto in fitorego-
latori. Per ogni tesi si riporta i valori medi + deviazione standard.

Tab. 1 - Callus induction from C. avellana L. explants after 30
days of culture on MS medium with different growth regulators.

For each thesis mean values + standard deviation are reported.

terreno senza fitoregolatori non sviluppavano embrio-
ni (dati non mostrati).

In parallelo sono stati usati per indurre colture di
callo gli stessi tipi di espianti di 7. baccata L.. La for-
mazione di callo da espianti di tasso, che avviene a
partire dal 30° giorno di coltura, ha mostrato general-
mente crescita piu lenta. La tabella 2 mostra 1’indu-
zione di callo dopo 60 giorni di coltura. Gli espianti
piu produttivi erano gli steli e le foglie. I calli derivati
da seme erano meno produttivi, in accordo con quanto
gia riportato in letteratura (Wickremesinhe et al.,
1993; Parc et al., 2002).

Le colture cellulari di C. avellana L. sono state
preparate da callo friabile ottenuto da seme e da foglia
e mantenute in terreno liquido addizionato con diverse
concentrazioni di fitoregolatori. Parallelamente sono
state preparate colture cellulari derivate da callo otte-
nuto da steli di 7. baccata L. cresciute in terreno
liquido con 2mg/1 di NAA, una condizione di crescita
gia dimostrata ottimale per la produzione di colture
cellulari da tasso (Gibson et al., 1993; Cusido et al.,
1999). Nonostante una certa variabilita, il livello di
tassani recuperato nel terreno di coltura di nocciolo e
di tasso ¢ risultata simile. L analisi dei tassani effet-
tuata mediante ELISA ha evidenziato che le colture
cellulari sia di tasso che di nocciolo producevano ele-
vati livelli di tassani dopo 100 giorni dalla messa in
coltura (fig. 1). Ulteriori studi sono necessari per spie-
gare la variabilita nella produzione di tassani delle
colture cellulari analizzate.

Per identificare i principali tassani trovati nelle
colture di nocciolo, il terreno raccolto da colture di 30
giorni, gia dimostrato positivo per la presenza di tas-

Tab. 2 - Induzione di callo da espianti di 7. baccata L. dopo 60
giorni di coltura su terreno MS con diverso contenuto in fitorego-
latori. Per ogni tesi si riporta i valori medi + deviazione standard.

Tab. 2 - Callus induction from T. baccata L. explants after 60
days of culture on MS medium with different growth regulators.

For each thesis mean values + standard deviation are reported.

Induzione di callo i} Induzione di callo i
Fitoregolatori (mg/1) (% espianti con callo) Fitoregolatori (mg/) (% espianti con callo)
Foglie Steli Semi Foglie Steli Semi

2,4-D (1) 37,6 £22,2 | 73,5+33,9 | 52,6 £29,2 2,4-D (1) 50,6 £34,2 | 61,0+£28,5 | 37,5+£9,0
2,4-D (0,5) 42,7+17,9 | 72,1£35,9 | 54,2+ 18,6 2,4-D (0,5) 72,0+£23,1 | 55,1 £17.7 | 41,4+47
BA (1) 13,8+6.1 | 21,2+20,9 | 20,9+ 14,9 BA (1) 145+43 15,0+ 4.1 -

BA (0,5) 11,4+78 - 199+ 12,7 BA (0,5) 132+4,6 | 21,0+123 | 34,8+4,1
2,4-D (0,5 +BA (1) | 34,5+243 | 53,8+288 | 67,9+27,6 2,4-D (0,5) + BA (1) 143+52 | 289+7,1 | 27,2+10,7
2,4-D (1) +BA(0,5) | 429+16,2 | 73,0+34,1 | 64,7+23,9 24-D(1)+BA(0,5) | 353+13,7 | 423+10,9 | 233+7.2
NAA (2) 27,1 +149 | 21,6 +4,1 | 394+192 NAA (2) 28,3157 | 642+44,7 | 46,2+ 15,2
NAA (2) +BA(0,5) | 41,1+16,6 | 358+19,6 | 56,5+ 30,8 NAA (2) + BA (0,5) 184+2.0 | 227+9,0 | 20,8+48

* I valori percentuali sono stati elaborati con trasformazione
angolare prima di effettuare la media e la deviazione standard
secondo Bartlett (1947).
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Fig. 1 - Rilascio di tassani nel terreno di colture cellulari di
nocciolo (O) e tasso (m) a diversi giorni di coltura. I tassani consi-
derati sono: Tassolo, 10-decetilbaccatina III, Baccatina III, 10-
deacetiltassolo, 7-xilosiltassolo.

Fig. 1 - Release of taxanes in medium cell culture of hazel (0) and
taxus (m) at different culture times. Taxanes considered are:
Taxol, 10-deacetylbaccatin IlI, Baccatin 111, 10-deacetyltaxol,
7-xylosyltaxol.

sani con il test ELISA, ¢ stato sottoposto ad analisi
mediante HPLC. Tale analisi ha permesso di valutare
che 1 terreni di coltura del nocciolo contengono prin-
cipalmente Tassolo, 10-deacetiltassolo e 10-deacetil-
baccatina III.

Colture cellulari di nocciolo ottenute da callo deri-
vato da semi sono state successivamente elicitate con
metiljasmonato o metiljasmonato piu chitosano. Il ter-
reno recuperato da queste colture cellulari 2, 4 ¢ 6
giorni dopo I’elicitazione ¢ stato sottoposto ad analisi
HPLC. La produzione di tassani totali, inclusi
Tassolo, 10-deacetiltassolo, 10-deacetilbaccatina III,
baccatina Il e 7-xilosiltassolo, aumentava dopo 6
giorni di elicitazione (fig. 2). I trattamenti con metilja-
smonato piu chitosano erano piu efficaci nell’aumen-
tare la produzione di tassani del trattamento con il
solo metiljasmonato. Questi dati suggeriscono che un
periodo piu lungo di elicitazione costituirebbe un
buon sistema per aumentare la produzione di Tassolo
e composti correlati in colture di cellule di nocciolo.

Conclusioni

Sulla base dei risultati ottenuti possiamo conclude-
re che, sviluppando le appropriate metodologie, il
nocciolo potrebbe diventare una nuova fonte commer-
ciale di tassani da impiegare come nuovi farmaci o
come precursori per la semisintesi del Tassolo e/o
Tassotere. Nel presente lavoro abbiamo mostrato
alcune evidenze sulla base delle quali si puo ipotizza-
re che colture cellulari di nocciolo producono tassani.
Ulteriori studi dovrebbero essere indirizzati a confer-
mare con analisi chimiche appropriate la produzione
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Fig. 2 - Tassani recuperati dal terreno di coltura di nocciolo dopo
2,4 e 6 giorni di elicitazione. Controllo ( A ); trattamento con 200
UM di metiljasmonato (e®); trattamento con 200 uM di metilja-
smonato e 182 pg/ml di chitosano (m). I tassani considerati sono:
Tassolo, 10-decetilbaccatina 111, Baccatina I1I, 10-deacetiltassolo,
7-xilosiltassolo.
Fig. 2 - Taxane recovered in the medium of hazel suspension cul-
tures after 2, 4 and 6 days of elicitation. Control (A), treatement
with 200 uM methyljasmonate (®); treatment with 200 uM methyl-
Jasmonate and 182 ug/ml chitosan (m). Taxanes considered are:
Taxol, 10-deacetylbaccatin Ill, Baccatin I1I, 10-deacetyltaxol,
7-xylosyltaxol.

dei composti di interesse ed ad identificare nel noccio-
lo gli enzimi coinvolti nella biosintesi del Tassolo, un
metabolismo fino ad ora considerato una peculiarita
del tasso. La caratterizzazione di questi enzimi ¢
anche un passo essenziale per la futura ingegnerizza-
zione delle colture cellulari di nocciolo. L’uso di col-
ture cellulari in sospensione di una specie a crescita
piu veloce e di pit ampia diffusione quale il nocciolo
¢ piu promettente che 1’utilizzo di colture di tasso.
Inoltre la produzione di callo direttamente dal seme di
nocciolo riduce il tempo di coltura, oltre che ridurre la
probabilita di contaminazione della coltura stessa.

Riassunto

I tassani sono composti antitumorali considerati
prodotti peculiari del metabolismo delle piante appar-
tenenti al genere Taxus; tuttavia sono stati recentemen-
te ritrovati anche in altre specie vegetali. Principale
obiettivo del presente studio ¢ stato individuare nuove
risorse per la produzione di tassani. A tale scopo sono
state definite le condizioni sperimentali per ’allesti-
mento di colture cellulari da tessuti differenziati di
Corylus avellana L. 11 terreno di coltura analizzato
periodicamente conteneva tassani la cui produzione ¢
stata incrementata utilizzando elicitori. In conclusione,
sviluppando adeguate metodologie, specie piu facil-
mente coltivabili in vitro rispetto al tasso potrebbero
diventare nuove fonti commerciali di tassani.
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Parole chiave: Tassolo, nocciolo, farmaci antitumo-
rali, induzione di callo.

Lavoro parzialmente finanziato da un progetto della Compagnia
di S. Paolo.
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Utilizzo di due ceppi di Agrobacterium rhizogenes per la trasformazione
di Ocimum basilicum L.: risultati preliminari
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Preliminary results on comparison
of two Agrobacterium rhizogenes
strains for the transformation of
Ocimum basilicum L.

Abstract. Ocimum basilicum L. is one of the most
famous plant used in the Mediterranean foods. It is
rich in terpenoidic compounds like estragol, linalool,
camphor, eugenol and in the well studied antioxidant
molecule Rosmarinic Acid. Protocols for tissue culture
and genetic transformation were set up with the aim
to obtain in vitro biomass cell culture and/or hairy
roots (HR), for secondary metabolite extraction in
controlled conditions. In vitro transformation of O.
basilicum was performed by leaf co-cultivation (for 15
or 30 minutes) with A. rhizogenes strains LBA 9402
and ATCC 15834. Then the explants were transferred
onto basal medium MS for 48 hours in light. Afterword
they were transplanted onto Petri dishes with MS
medium added with cefotaxime 100 mg/L. After 20
days 100% of leaves treated with LBA 9402 strain
developed new roots; these roots showed the charac-
teristic hairy root behaviour and grew fast. Only 10%
of leaves treated with 15834 strain developed putative
HR roots. More than 15 HR clonal lines showed the
characteristic transgenic morphology and had a high
and fast growth rate. The presence of a fragment of
rolC gene, was confirmed in a HR putative trans-
formed line.

Key words: Basil, Hairy roots, LBA9402, ATCC
15834.

Introduzione

11 basilico (Ocimum basilicum L.), pianta apparte-
nente alla famiglia delle Labiate, ¢ una delle specie
piu conosciute ed utilizzate nell’area mediterranea a

" Ipistelli@biologia.unipi.it

scopi alimentari. L’olio essenziale estratto dalle foglie
fresche e dai fiori ¢ usato come additivo o aroma nei
cibi, nei prodotti farmaceutici e nei cosmetici. Esso ¢
infatti ricco in composti terpenici quali estragolo,
linalolo, canfora, eugenolo: il contenuto fitochimico
finale dipende comunque sia dalla varieta che dall’o-
rigine geografica (chemotipo) della pianta. Come
molte labiate, inoltre, questa specie ¢ ricca in Acido
Rosmarinico (RA) (o-caffeoyl-3-4-acido diidrossife-
nillattico), uno fra i piu noti antiossidanti di origine
naturale. Il basilico ¢ inoltre famoso nella medicina
naturale per le sue proprieta antivirali, antiossidanti e
antibatteriche (Chamila et al., 2003; Chiang et al.,
2005).

I metaboliti secondari possono essere estratti in
condizioni controllate da tessuti di piante cresciute in
vitro; in questo caso le colture di radici trasformate
(hairy roots - HR), ottenute a seguito dell’inserimento
del T-DNA dal plasmide Ri (Root inducing) di
Agrobacterium rhizogenes nel genoma della pianta
ospite, hanno il vantaggio di possedere sia una cresci-
ta veloce sia un’alta e stabile produzione di metaboliti
secondari senza ’aggiunta di fitoregolatori nel mezzo
(Pistelli et al., 2010). Lo sviluppo e I’analisi fitochi-
mica di radici aeree di O. basilicum ¢ stato riportato
per la prima volta da Tada e collaboratori (1996),
mentre analisi piu approfondite sullo sviluppo delle
HR e il contenuto di RA sono state riportate da Bais e
collaboratori (2002). L’analisi dell’estratto in dicloro-
metano di colture di HR in basilico ¢ stata recente-
mente condotta da Marzouk (2009). Nei lavori citati,
le foglie o i germogli di basilico sono stati trasformati
con il ceppo ATCC 15834, considerato nella letteratu-
ra quello a piu alta virulenza per numerose specie
erbacee (Saleh and Thuc, 2009; Akramian et al.,
2008; Bonhomme et al., 2004).

Nel presente lavoro ¢ stata messa a confronto 1’ef-
ficienza di trasformazione di ATCC 15834 con quella
di un altro ceppo LBA 9402 (Hamill ef al., 1986) al
fine di migliorare la percentuale di sviluppo di HR e
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di ottenere linee di radici trasformate con differenti
pattern metabolici. Tali obiettivi rientrano nelle linee
di azione del progetto internazionale INTERREG -
ALCOTRA 2007-2013 “AROMA” n.68, sviluppato
tra Italia e Francia, il cui fine ¢ quello di ottenere in
condizioni controllate produzione di biomassa per 1’e-
strazione di metaboliti specifici da piante aromatiche.

Materiali e metodi

Coltura in vitro

Germogli di O. basilicum sono stati posti su mezzo
di moltiplicazione composto da sali e vitamine MS
(Murashige e Skoog, 1962) con I’aggiunta di 0,5 mgl
! di Benzilamminopurina (BA), 30 gI'! di saccarosio e
8 gl'! di agar; il pH ¢ stato aggiustato a 5,7 prima del-
I’autoclavazione del terreno (20 minuti a 120 °C, 1
atm). Gli espianti sono stati posti in barattoli di vetro
(volume 500 ml) con chiusura in plastica trasparente ¢
contenenti 80 ml di mezzo ciascuno. Le condizioni
colturali in camera di crescita sono state le seguenti:
temperatura di 23+1 °C, fotoperiodo di 16 ore con 35
mmol m~2s”! PAR (luce foto sinteticamente attiva)
ottenuta da lampade Osram Lumilux White. Per la
trasformazione sono state utilizzate foglie intere pre-
levate dagli espianti; in seguito sono state tagliate
sulla loro superficie con una lama.

Trasformazione batterica

Sono stati utilizzati: il ceppo selvatico di 4. rhizo-
genes ATCC 15834 (American Type Culture
Collection) e il ceppo ipervirulento LBA 9402 (per
gentile concessione del Dr. David Tepfer, INRA
Versailles, Francia). La sospensione batterica (0.1 OD
a 600 nm) in mezzo liquido sterile ¢ stata ottenuta da
colonie coltivate su Piastre Petri in mezzo NB
(Nutrienth Broth) per ATCC 15834 ¢ YMB per LBA
9402. Gli espianti fogliari sono stati immersi nella
sospensione batterica (15 o 30 minuti), lavati (2 min)
in acqua sterile e asciugati su filtri di carta bibula.
Come controllo sono stati utilizzati espianti immersi
solamente in acqua. Cinque repliche (2 ripetizioni)
sono state analizzate in ogni esperimento con il ceppo
batterico corrispondente. Gli espianti infettati e i con-
trolli sono stati poi posti su mezzo agarizzato (8 gl™!)
MS senza ormoni (MS0) per 2 giorni, poi su mezzo
MSCX (MSO0 con ’aggiunta di 100 mgl-!' dell’antibio-
tico cefotaxime) e lasciati nelle stesse condizioni di
coltura precedentemente descritte. La percentuale
delle foglie putativamente trasformate e il numero di
primordi radicali formatisi sono stati monitorati dopo
20 giorni di coltura su MSCX. Dieci giorni dopo, le
radici putative trasformate sono state subcolturate
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separatamente su Petri con MSCX. Le osservazioni
morfologiche sono state effettuate su 18 linee clonali
diverse mostranti caratteri peculiari delle HR. Il tasso
di crescita ¢ stato determinato attraverso un’analisi
visiva utilizzando i seguenti coefficienti di sviluppo
dell’area radicale: 1 = assenza di crescita, 2 = incre-
mento del doppio, 3 = incremento di tre volte, 4 =
incremento di quattro volte.

Analisi molecolare delle radici trasformate

L’analisi molecolare ¢ stata condotta su DNA
genomico estratto e purificato a partire da 3 g (peso
fresco) di HR, seguendo uno specifico protocollo di
estrazione per piante che producono metaboliti secon-
dari (Khanuja et al., 1999). La quantita estratta ¢ stata
quantizzata spettrofotometricamente (Nanodrop®
2000, Fisher Scientific). Il DNA di 4. rhizogenes ¢
stato estratto con il metodo sviluppato da Klimyuk
(1993). L’amplificazione del DNA ¢ stata ottenuta
con un Eppendorf thermal cycler. Ogni reazione di
PCR (15 pl) conteneva: 250 ng di DNA genomico o
DNA plasmidico, 7,5 pl di Go Taq Green Master
Mix, 1X (200 pM) dNTPs e 1,5 Mm MgCl,, 0.5 uM
di primers. I ciclo di amplificazione prevedeva: dena-
turatione iniziale a 94 °C per 4 min seguito da 30 cicli
di 30 s a%94 °C, 30 sa 55 °Ce 55sa72°C con una
estensione finale di 5 min a 72 °C. I seguenti RolC
primers sono stati usati per confermare I’integrazione
del T-DNA di 4. rhizogenes: (ROL F 5’ - CTC CTG
ACA TCA AAC TCG TC - 3> e ROL R 5° - TGC
TTC GAG TTA TGG GTA CA - 3’°). La conferma
dell’avvenuta trasformazione ¢ stata ottenuta visualiz-
zando le bande attese su gel di agarosio.

Risultati e discussione

Tutte le foglie co-coltivate hanno mostrato una
completa vitalita dopo il trattamento e alcune hanno
sviluppato radici dall’aspetto HR-simile (fig. 1); le
foglie utilizzate come controllo sono diventate necro-
tiche, senza radici e dopo un mese di coltura sono
morte. Le hairy roots sono state ottenute sulle foglie
trattate con entrambi i ceppi, seppur con spiccate dif-
ferenze. LBA 9402 ha indotto lo sviluppo di nuove
radici nel 100% delle foglie trattate (tab. 1) con carat-
teristiche riconducibili alle HR quali la rapida cresci-
ta, la formazione di nuove radici secondarie e 1’eleva-
ta tomentosita in assenza di fitoregolatori nel mezzo
(fig. 2). Dopo 20 giorni dalla co-coltivazione, il ceppo
ATCC 15834 ha indotto la trasformazione solo in un
20% delle radici trattate, ed esclusivamente dopo 15
minuti di co-coltivazione (tab. 1). Il numero dei pri-
mordi radicali per foglia era inoltre piu basso per gli
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Tab. 1 - Efficienza di trasformazione dei due ceppi di A. rhizogenes su foglie di basilico, dopo 2 diversi tempi di immersione (15 o 30 min).
Tab. 1 - Transformation efficiency of two A.rhizogenes strains on Basil leaves, after two different soaking times (15 or 30 minutes).

Ceppo Tempo di immersione Foglie trasformate Primordi radicali/foglia N¢ totale di foglie putativamente
di A.rhizogenes (min) (putative) (%) (media dopo 20 giorni) trasformate dopo 30 giorni
ATCC 15834 15 20 3 3
30 0 0 0
LBA 9402 15 100 4,6 18
30 100 5,6 17

Wi L.

Fig. 1 - Sviluppo delle radici aeree dopo co-coltivazione delle
foglie di O. basilicum con A. rhizogenes LBA 9402; 20 giorni
dopo il trattamento.

Fig. 1 - Development of putative transformed roots after co-culti-
vation of O.basilicum leaf fragments with A.rhizogenes LBA 9402
strain; 20 days after treatment.

Fig. 2 - Particolare di radice aerea cresciuta dopo la trasformazio-
ne con il ceppo LBA9402 su mezzo privo di ormoni (MS0), alla
fne della seconda subcoltura
Fig. 2 - HR clone line after A. rhizogenes LBA 9402 transforma-
tion, growing in MS hormone-free medium, end of the second
subculture.

espianti trattati con questo ceppo piuttosto che con
LBA9402 (3 contro 4,6 o 5,6 rispettivamente) (tab. 1).
Dopo 30 giorni su MSCX ¢ stato possibile dividere le
radici dal tessuto madre in modo da crescere separata-
mente. Sono stati isolati 35 cloni di HR dal trattamen-

to con LBA 9402 e 3 da quello con ATCC 15834
(tab. 1). La valutazione morfologica ¢ riportata in
tabella 2: il geotropismo negativo e ’alta densita dei
tricomi, specialmente nelle radici di nuova formazio-
ne, confermano che 1’evento organogenetico deve
essere associato all’integrazione del genoma batteri-
co. La crescita di 18 HR (per LBA 9402) e 3 HR (per
ATCC 15834) ¢ stata monitorata visivamente compa-
rando le immagini delle radici prese ogni 5 giorni.
Nel periodo di 15 giorni, 5 cloni su 18 sono cresciuti
piu in fretta ¢ hanno aumentato la loro area di espan-
sione di 4 volte; 8 su 18 di tre volte e 5 su 18 di due
volte (tab. 3). Come ulteriore conferma, la banda di
amplificazione (586 pb) per il gene Ro/C presente sul
T-DNA ¢ stata riscontrata nelle putative HR ma non
nel controllo (fig. 3).

L’uso di LBA 9402 su varie altre specie ha dato
risultati non omogenei: Consoli ef al., (1995),

Tab. 2 - Valutazione morfologica delle radici sviluppatesi da ogni
foglia trattata, dopo 30 giorni di co-coltivazione.
Tab. 2 - Morphological evaluation of the putative HR clusters
developing from each treated leaf; 30 days after co-cultivation.

Ceppo LBA9402
15 min (immersione)
Leaf 1 Leaf2 | Leaf3 | Leaf4 | Leaf5

Geotropismo  j si si si si
negativo
Callo - - - - -
Tricomi ++ +++ + F+ +++
Mortalita (%) 0 0 25 0 0

30 min (immersione)
Geotropismo si si si si
negativo
Callo - si - - si
Tricomi +++ +++ ++ ++ ++
Mortalita (%) 25 0 25 33 0

ceppoATCC 15834

15 min (immersione)
Geotr.opismo si nt nt nt si
negativo
Callo - nt nt nt -
Tricomi + nt nt nt +
Mortalita (%) 50 nt nt nt 0
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Tab. 3 - Crescita dei cloni di HR indotto dal ceppo LBA9402; indice di crescita, valutato 15 giorni dopo la prima subcoltura dei singoli
cloni, usando il seguente coefficiente per lo sviluppo dell’area radicale: 1 = assenza di crescita, 2 = incremento del doppio, 3 = incremento
di tre volte, 4 = incremento di quattro volte.

Tab. 3 - Growth of Hairy Root clones induced by LBA 9402 hypervirulent A. rhizogenes strain; growth index, evaluated 15 days after the
first subculture of single clones, using the following area development coefficient: 1 = absence of growth, 2 = twofold increase, 3 =
threefold increase, 4 = fourfold increase.

clone HR Tasso clone HR Tasso clone HR Tasso clone HR Tasso clone HR Tasso

/A 4 2/A 35 3/A 3 4/A 3 5/A 3
1/B 2 2/B 2 4/B 4 5/B 4
1/C 3 2/C 2 4/C 4 5/C 3
1/D 2 4/D 2

1/E 3

1/F 4

1/G 3

Fig. 3 - Amplificazione tramite PCR del gene ro/C (freccia: 586
bp). Linea 1-marker 100 pb DNA ladder; linee 2 e 5: cloni HR
numero 4 e 16; linee 3 e 4: foglie non trasformate di O. basilicum;
linea 6: ceppo LBA9402; linea 7: bianco
Fig. 3 - PCR amplification of genomic DNA of Hairy Root of
Ocimum basilicum. Amplified product of 1olC (arrow, ~586 bp).
Lanes 1 - marker 100 pb DNA Ladder, lanes 2 and 5 — HR clones
4 and 16, lane 3 and 4 non—transformed leaves of Ocimum
basilicum; lane 6 - A. rhizogenes LBA 9402, lane 7, blank.

Tab. 4 - Crescita dei cloni di HR indotti dal ceppo ATCC 15834;
indice di crescita, valutato 15 giorni dopo la prima subcoltura dei
singoli cloni, usando il seguente coefficiente per lo sviluppo del-
I’area radicale: 1 = assenza di crescita, 2 = incremento del doppio,
3 = incremento di tre volte, 4 = incremento di quattro volte
Tab. 4 - Growth of Hairy Root clones induced by ATCC 15834 A.
rhizogenes strain ; growth index, evaluated 15 days after the first
subculture of single clones, using the following area development
coefficient: 1 = absence of growth, 2 = twofold increase, 3 =
threefold increase, 4 = fourfold increase.

clone HR Tasso clone HR Tasso
1/A 2 5/A 3
5/B 2
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Ionkova e collaboratori (1997), Bonhomme et al.,
(2004) ¢ il gruppo di ricerca di Bandyopadhyay
(2007) hanno mostrato buoni risultati nella trasforma-
zione di piante medicinali usando il ceppo selvatico;
Diop e collaboratori nel 2007 hanno avuto successo
col protocollo di trasformazione in L. aestivum con
ausilio del ceppo 9402 ipervirulento.

Al contrario, Banerjee e collaboratori (1998)
hanno riportato in letteratura una bassa efficienza di
trasformazione con il ceppo selvatico in V. wallichii.
Saleh e collaboratori nel 2009 avevano dimostrato in
un’altra specie appartenente alla famiglia delle
Labiate (S. scutellaroides), che la maggiore percen-
tuale di trasformazione veniva ottenuta utilizzando il
ceppo ATCC 15834 rispetto ad LBA 9402.

Anche nel caso dell’Agrobacterium sembra chiaro
che esiste una differente interazione tra ceppo e specie
vegetale che, in vitro, si riflette nella diversa percen-
tuale di sviluppo di HR.

Le HR a veloce tasso di crescita permettono di svi-
luppare colture in sospensione. Da questo tipo di col-
ture, Bais e collaboratori (2002) avevano ottenuto
un’elevata produzione di RA utilizzando 15834 HR di
basilico; tuttavia essi non avevano testato ceppi alter-
nativi. Questo ¢ il primo lavoro in cui viene valutato
I’effetto del ceppo LBA 9402 su basilico e ’elevato
tasso di crescita delle HR puo essere considerato un
ottimo punto di partenza per la futura messa a punto
di colture in sospensione per usi futuri della biomassa
prodotta da basilico da utilizzare in bioreattore.

Conclusioni

LBA 9402 sembra rappresentare un ottimo ceppo
di Agrobacterium per la trasformazione di foglie di
basilico. L’alta virulenza ¢ incoraggiante per ulteriori
analisi con molecole elicitori e per controllare la pro-
duzione di metaboliti secondari in differenti condizio-
ni di crescita.




Riassunto

Ocimum basilicum L. ¢ una pianta mediterranea
ricca in composti terpenici e largamente utilizzata
come aromatica, medicinale, additivo per cibi e per le
sue proprieta antivirali e antisettiche. La produzione
di biomassa di radici aeree ¢ stata ottenuta con un pro-
tocollo di trasformazione di foglie utilizzando due
diversi ceppi di A. rhizogenes: ATCC 15834 e LBA
9402. A seguito di infezione con il secondo ceppo, il
100% delle foglie ha prodotto radici aeree; con
entrambi i ceppi batterici, le radici prodotte hanno
mostrato un veloce tasso di crescita e riproduzione.
La conferma della trasformazione ¢ stata ottenuta tra-
mite PCR.

Parole chiave: Basilico, Hairy roots, LBA 9402,
ATCC 15834.
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Micropropagazione di genotipi di melograno (Punica granatum L.) e
caratterizzazione del contenuto di acido ellagico e fenoli
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Evaluation of in vitro potential and
determination of total phenols and
ellagic acid in pomegranate geno-
types

Abstract. Pomegranates contain phenolic com-
pounds with antioxidative and putative antitumoral
effects either in fruits and vegetative tissues. The aim
of this study was to compare the potential for in vitro
multiplication and rooting of 6 genotypes,1 italian cul-
tivar and a wild genotype of pomegranate (Punica
granatum L.) and to evaluate content in total phenols
and ellagic acid in their in vitro grown shoots. The
multiplication rates ranged from 2 to 5 and the rooting
percentage from 55% to 85%, in relation to the geno-
type. The ellagic acid and total phenol content was
shown to be genotype dependent as well as. This pre-
liminary characterisation gave information for the
choice of the most suitable genotypes to be used for
future application in production of bioactive compound
from in vitro shoot cultures in this species

Key words: bioactive compounds, in vitro prolifera-
tion, rooting.

Introduzione

Le qualita fitoterapiche del melograno sono note
da tempo nella tradizione popolare. Studi recenti con-
dotti su questa specie (Seeram et al., 2005) hanno evi-
denziato la presenza di contenuti elevati di composti
fenolici, tra cui acido ellagico (Jurenka, 2008). Tali
composti hanno mostrato in vitro un effetto antiossi-
dativo e inibente la crescita di cellule tumorali
(Kulkarni et al., 2007), suggerendone un potenziale
utilizzo in vivo (Heber, 2008).

Protocolli per la moltiplicazione in vitro di questa
specie sono gia disponibili (Damiano et al. 2008;
Naik et al., 1999; Patil et al., 2011) e prevedono I'uti-

* emilia.caboni@entecra.it
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lizzo di sali MS (Murashige e Skoog, 1962) o QL
(Quoirin et al., 1977) e benziladenina (BA) o zeatina;
tuttavia, la risposta sia di proliferazione che di radica-
zione rimane genotipo dipendente.

Lo scopo di questo lavoro ¢ stato di caratterizzare
la capacita di proliferazione e radicazione di genotipi
di melograno (Punica granatum L) e quantificare
spettrofotometricamente il contenuto in fenoli totali e
acido ellagico degli estratti ottenuti dai germogli delle
colture in vitro con il fine di valutare la loro potenzia-
lita per I’utilizzo nella produzione in vitro di acido
ellagico e altri composti fenolici.

Materiali e metodi

Gemme ascellari di melograno (Punica granatum
L.), cultivar italiana Profeta Partanna, un genotipo sel-
vatico e sei genotipi originari dell’areale mediterraneo
presenti presso il Centro di collezione del germopla-
sma frutticolo del CRA-FRU, sono state prelevate da
piante adulte, in pieno campo, in primavera e steriliz-
zate, in successione, con etanolo per 60°, con una
soluzione di ipoclorito di sodio (NaOCI 8% cloro atti-
vo) al 15% per 20 min e, infine con sodio mertiolato
(0,05%) per 20°. Sono stati effettuati 3 risciacqui in
acqua demineralizzata sterile dopo ogni trattamento. |
germogli di ciascun genotipo sono stati moltiplicati in
vitro su un terreno di coltura QL (Quoirin et al., 1977)
modificato da Damiano et al. (2008) ¢ contenente
come fitoregolatori 0,2 o 0,4 mg/l BA e 0,05 mg/l
acido indolbutirrico (IBA). Le colture sono state man-
tenute a 25 °C con un fotoperiodo di 16 ore ¢ un’in-
tensitd luminosa di 40 pmol m=s! e sub-colturate
ogni 21 giorni.

Per valutare la capacita rizogena dei genotipi, ger-
mogli singolarizzati (1-1,5 cm), prelevati a fine sub-
coltura, sono stati trasferiti su un terreno MS
(Murashige e Skoog, 1962) con sali dei macroelemen-
ti ridotti a meta concentrazione e contenente 2 mg/l
IBA. GIli espianti sono stati mantenuti alla luce nelle
condizioni standard di coltura per tutto il periodo di



radicazione.

Negli esperimenti di moltiplicazione ¢ stato valuta-
to il tasso medio di moltiplicazione dopo 3 subcolture.
I rilievi di radicazione sono effettuati dopo 3 settima-
ne dal trasferimento degli espianti nel terreno di coltu-
ra. Sono stati usati in tutto 60 germogli per genotipo
(3 contenitori con 20 espianti ciascuno).

Sulle colture di germogli prelevati durante la fase
di moltiplicazione di tutti i genotipi in condizioni
standard di coltura ¢ stato valutato, mediante analisi
spettrofotometriche, il contenuto in fenoli totali
(Waterman ¢ Mole, 1994) ¢ in acido ellagico, dopo
un’estrazione in DMSO e NaNO, (Ozer et al., 2007),
opportunamente modificata. Ogni analisi ¢ stata effet-
tuata in triplicato e sulle medie ¢ stato calcolato
l‘errore standard.

Risultati e discussione

Tutti 1 genotipi di melograno sono stati messi in
coltura e moltiplicati con successo. Il terreno di coltu-
ra contenente 0,4 mg/l di BA si ¢ dimostrato piu ido-
neo sia nella fase di allestimento della coltura che
nella fase di moltiplicazione (fig. 1) permettendo di
ottenere un tasso di proliferazione da 2 a 5, in relazio-
ne al genotipo. Tutti i genotipi hanno mostrato capa-
cita rizogena con percentuali di radicazione dal 55%
all’85% in presenza di IBA, come precedentemente
riportato in altre cultivar (Naik et al., 2011; Patil et
al.,2011).

Dai risultati ottenuti dalle analisi spettofotometri-
che si ¢ evidenziato che il contenuto di fenoli e di
acido ellagico nei tessuti vegetativi ¢ variabile in rela-
zione al genotipo (figg. 2 e 3), come precedentemente

Fig. 1 - Cv Profeta Partanna in moltiplicazione con 0,2 (sin)
0 0,4 mg/l BA (dx).
Fig. I - Cv Profeta Partanna in multiplication phase with 0.2
(left) or 0.4 mg/1 BA (right).
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Fig. 2 - Contenuto di fenoli totali (+E.S.) in germogli di melograno.
Fig. 2 - Total phenol content (+ S.E.) in pomegranates.
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Fig. 3 - Contenuto di acido ellagico (£E.S.) in germogli di melograno.
Fig. 3 - Ellagic acid content (£ S.E.) in pomegranate shoots.

evidenziato per i frutti (Cristofori et al., 2011). 1l
genotipo selvatico ¢ risultato il piu ricco in fenoli tota-
li, mentre il contenuto piu elevato in acido ellagico ¢
stato osservato nei genotipi Evonta Shera e Portugueze
che hanno mostrato circa il 20% in piu rispetto al con-
tenuto medio di tutti i genotipi esaminati.

Queste indagini preliminari hanno consentito di
individuare i genotipi che meglio si adattano alla
micropropagazione e che possono essere i piu idonei
per la produzione di composti bioattivi da utilizzare in
preparati erboristici, cosmetici e farmaceutici. Sono in
corso ulteriori caratterizzazioni e analisi cromatografi-
che (HPLC) per acquisire informazioni piu dettagliate
sul profilo dei composti fenolici prodotti anche attra-
verso 1’applicazione alle colture in vitro di elicitori.

Riassunto

I composti fenolici hanno acquisito negli ultimi anni
grande rilievo come componenti nutraceutici nell’ali-
mentazione e per il loro potenziale utilizzo in campo
farmaceutico, cosmetico ed erboristico. In questo stu-
dio sono stati allestiti e moltiplicati in vitro una culti-
var italiana (Profeta Partanna), sei genotipi dell’areale
mediterraneo presenti presso il Centro di conservazio-
ne del germoplasma del CRA-FRU e un genotipo sel-
vatico italiano. Sono state applicate 2 concentrazioni
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di BA sia nella fase di allestimento della coltura aset-
tica che nella fase di moltiplicazione e, per valutare la
capacita rizogena dei genotipi, i germogli sono stati
trasferiti su un terreno MS con macroelementi ridotti
a meta e contenente 2 mg/l IBA. Sulle colture di ger-
mogli dei genotipi ¢ stato valutato, mediante analisi
spettrofotometriche, il contenuto in fenoli totali e in
acido ellagico. Il terreno di coltura contenente 0,4
mg/l di BA si ¢ dimostrato piu idoneo sia alla fase di
allestimento che alla fase di moltiplicazione permet-
tendo di ottenere un tasso di proliferazione da 2 a 5, in
relazione al genotipo. Anche la risposta rizogena si ¢
mostrata genotipo dipendente con variazioni della
percentuale di radicazione dal 55% all’85%. 1l conte-
nuto in fenoli totali e in acido ellagico sono risultati
variabili in funzione del genotipo e il selvatico ha
mostrato il valore piu elevato in fenoli totali nei ger-
mogli, mentre il contenuto in acido ellagico piu eleva-
to ¢ stato osservato in Evonta Shera e Portugueze.

Parole chiave: composti bioattivi, moltiplicazione in
vitro, radicazione.
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Influenza di campi magnetici a bassa frequenza (ELF-MFS) sull’accre-
scimento in vitro di callo di Salvia officinalis “Maxima”
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Effect of static magnetic fields
(SMF) on in vitro growth of Salvia
officinalis “Maxima” callus

Abstract. The positive effect of low-strength mag-
netic field on plant cell tissue culture has been docu-
mented on both in vivo and in vitro experiments.
Although, the mechanism of action has not been clari-
fied, Recent studies showed that plant and cell tissue
cultures are influenced by the changes in strengths of
magnetic field and that the rate of cell division
increases in cells exposed to magnetic field (MF). In
the present study, calli from leaf explants of Salvia
officinalis were cut into fragments (400 mg) and
grown on a medium which consisted of Murashige
and Skoog inorganic salts and vitamins and supple-
mented with 0,5 mg L' 2,4-D and 0,5 mg L kinetin.
Calli fragments were exposed for 0, 1, 2, 3, 4, or 5
min to a MF of 50 mT . The relative growth rate
(RGR) was calculated after 40 day culture. RGR was
positively correlated to MF time exposure. RGR at 4
min (0.72) was significantly different from control
(0.17) and from those at 1, 2 or 3 minutes, 0.26, 0.37
and 0.59 RGR, respectively. The highest exposure
time (5 min) caused a reduction in this parameter.

Key words: Electromagnetic field; relative growth
rate, undifferentiated cells.

Introduzione

Diversi studi effettuati sia in vivo che in vitro
hanno evidenziato i possibili effetti derivanti dall’es-
posizione dei tessuti vegetali a campi elettromagnetici
a bassa frequenza (Carbonell et al., 2000; Stange et
al., 2002; Atak et al., 2003; Yaycili e Alikamanoglu,

* marcello.airo@entecra.it

2005). Sebbene i meccanismi di azione alla base di
tale risposta non siano ancora chiari, studi a livello
cellulare hanno evidenziato che sia la sintesi di RNA
e delle proteine che il tasso di divisione cellulare sono
positivamente influenzati dall’esposizione a flussi
elettromagnetici (Fomicheva et al., 1992; Phirke et
al., 1996; Muraji et al., 1998; Negishi et al., 1999;
Atak et al., 2000). La produzione in vitro di metaboli-
ti secondari in tessuti callosi non organizzati derivati
da organismi vegetali ¢ divenuta una promettente
alternativa alla produzione di composti sintetici. Lo
sviluppo di questo settore di ricerca ¢ strettamente
collegato sia alla selezione di specifiche colture cellu-
lari dotate di elevata capacita di sintesi sia alla intro-
duzione di metodologie in grado di aumentare 1’effi-
cienza di accumulo dei metaboliti.

L’obiettivo della presente ricerca ¢ stato quello di
verificare la risposta di crescita di una coltura cellu-
lare di Salvia officinalis sottoposta a campi magnetici
stazionari di diversa durata.

Materiali e metodi

L’esperimento ha previsto 1’utilizzo di una coltura
di cellule indifferenziate (callo) di Salvia officinalis
‘Maxima’ genotipo “SOF 2” (fig. 1) originata da espi-
anti fogliari e selezionata presso il CRA - FSO di
Sanremo per ’elevata capacita antiossidante (Ruffoni
et al., 2009). 11 callo ¢ stato mantenuto presso il CRA-
SFM di Bagheria (PA) mediante subcolture su un sub-
strato contenente i macro e i microelementi di
Murashige e Skoog (1962), 30 g I'! di saccarosio, 0,5
mg I'! 2,4-D, 0,5 mg I'! chinetina, 8 g 1! di agar tecni-
co (OXOID 3) all’interno di capsule Petri Iwaki®
(Sterilin, Bibby Scientific). Le colture sono state poste
in camera di crescita ad una temperatura di 24 °C e
con un fotoperiodo di 16 ore di luce (30 umol m?s!).
Il protocollo sperimentale ha previsto I’esposizione
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Fig. 1 - Callo di S. officinalis “Maxima”.
Fig. 1-S. officinalis maxima callus.

della coltura cellulare ad un flusso magnetico della
densita di 50 milliTesla (mT) per la durata di 0, 1, 2, 3,
4 o 5 minuti, per valutare il tasso di crescita relativo
(TCR) dopo 40 giorni. Lo schema sperimentale adotta-
to ha previsto tre scatole Petri, contenenti ciascuna
circa 400 mg di callo, ripetute tre volte. L’esperimento
¢ stato condotto presso il Dipartimento di Ingegneria
Elettrica, Elettronica e delle Telecomunicazioni
dell’Universita di Palermo (DIEETCAM) mediante le
apparecchiature di seguito elencate.

A. - Circuito di Potenza (fig. 2)
A. 1 - Elettromagnete di prova, costituito da
espansioni polari in ferro laminato e da elementi

@ a adano
Dnﬂ-uun

B

di raccordo in lamiera saldata. Le espansioni pola-
ri delimitano un volume di circa 15x15x15 c¢m?
entro il quale & stato possibile stabilire un campo
continuo d’induzione magnetica B del valore pre-
fissato di 50 mT. In tale volume sono state collo-
cate le capsule contenenti i calli da sottoporre al
trattamento.

A. 2 - Alimentatore stabilizzato ELIND, alimenta-
zione da rete 230 V, 50 Hz.; tensione d’uscita
regolabile: 0 | 600 V cc; corrente d’uscita regola-
bile: 0 , 6 A cc. per I’alimentazione del circuito
magnetico e la realizzazione di un campo d’indu-
zione B regolabile in ampiezza e costante nel
tempo.

A. 3 - Trasformatore separatore 400/400 V, per la
sicurezza dell’operatore.

A. 4 - Autotrasformatore variabile, alimentazione
da rete 400 V ca, 32 A; uscita regolabile 0 , 450 V
ca. Per I’alimentazione dell’elettromagnete e la
realizzazione di un campo d’induzione B regola-
bile in ampiezza e variabile nel tempo alla fre-
quenza di 50 Hz.

A. 5 - Sistema di commutazione ca/cc, per ’ali-
mentazione dell’elettromagnete.

A. 6 - Voltmetro CGS cc/ca classe 0,5 per il con-
trollo della tensione di alimentazione dell’elettro-
magnete.

A. 7 - Amperometro SIEMENS cc/ca, classe 1,5
per il controllo della corrente di alimentazione
dell’elettromagnete.

A. 8 - N. 2 sonde termometriche ONSET per la
misura della temperatura ambiente e della tempe-
ratura nella zona del trattamento.
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Fig. 2 - Schema elettrico dei circuiti di potenza e di misura.
Fig. 2 - Electric scheme of the power and measuring circuit.
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B. - Circuito di misura dell’induzione magnetica B al
traferro

E stata impiega una sonda ad effetto Hall, che for-
nisce |’intensita ed il verso del vettore induzione
magnetica B. Il circuito elettronico di cui la sonda ¢
equipaggiata permette di eseguire misure anche in
regime sinusoidale.

E’ stato adottato uno schema sperimentale a bloc-
co randomizzato con 4 blocchi ciascuno dei quali
costituito da 4 capsule di Petri contenenti 5 porzioni
di callo per capsula. Sono state utilizzate porzioni di
callo aventi ciascuna un peso fresco iniziale prima del
trattamento di 400 mg. Ogni capsula ¢ stata sigillata
con Parafilm per evitare perdite di umidita. Dopo il
trattamento le capsule sono state riportate nelle condi-
zioni di luce e temperatura su menzionate. Dopo 40
giorni dal trattamento ¢ stato calcolato il tasso di cre-
scita relativo del callo applicando la seguente espres-
sione logaritmica formula:

TCR =1n (PF) — In (PI)

in cui con TCR ¢ stato indicato il Tasso di crescita
relativo, con PF il Peso fresco finale del callo misura-
to al termine prefissato (40 giorni) e con PI il Peso
fresco iniziale del callo. I dati sono stati sottoposti
all’analisi della varianza ed il confronto delle medie ¢
stato effettuato mediante il metodo Fisher.

Risultati e discussione

Il TCR, parametro indicativo del ritmo di accresci-
mento della coltura di cellule indifferenziate di salvia,
¢ risultato influenzato dall’esposizione temporanea
all’induzione magnetica costante di valore prefissato
(fig. 3). L’esposizione per la durata di 1 minuto ha
fatto registrare un indice di accrescimento pari a 0,26,
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Fig. 3 - Tasso di crescita relativo (TCR) di callo di S. officinalis
maxima dopo 40 giorni dal trattamento. Valori aventi lettere
diverse differiscono statisticamente per P<0,05 secondo il test
delle MDS di Fisher.

Fig. 3 - Relative growth rate of S. officinalis maxima calli after
40 days treatment.

Sessione BIO

statisticamente non significativo rispetto a quello rile-
vato negli aggregati cellulari non esposti al campo
magnetico (0,17); tuttavia, un tempo di esposizione di
2 minuti ha determinato un innalzamento significativo
del TCR (0,37). L’esposizione per 4 minuti ha fatto
registrare il piu elevato TCR (0,72). Un ulteriore
aumento di durata (5 minuti) ha tuttavia determinato
un decremento del TCR paragonabile a quello riscon-
trato sottoponendo la coltura a 3 minuti di esposizio-
ne. Diversi autori (Martinez et al., 2000; Carbonell et
al., 2000) hanno evidenziato la positiva correlazione
esistente tra i tempi di esposizione a campi elettroma-
gnetici e la risposta delle colture di tessuti vegetali di
varia natura. E stato dimostrato che i campi magnetici
hanno effetti positivi sul processo di rigenerazione in
piante di soia (Atak et al., 2003) e che inducono la
rigenerazione radicale e la formazione di gemme
avventizie in Aloe arborescens (Corneanu et al.,
1994). Yaycili e Alikamanoglu (2005) hanno osserva-
to che il tasso di rigenerazione di cellule di Paulownia
tomentosa € P. fortunei in vitro, & superiore in cellule
trattate con campi magnetici rispetto a cellule non
trattate. I risultati preliminari emersi dal presente
esperimento pongono i presupposti per I’avviamento
di ulteriori ricerche volte a verificare la risposta di
crescita delle colture sottoposte a flussi magnetici di
diversa intensita, sia valutando la stabilita genetica
delle colture sottoposte al trattamento sia valutando il
contenuto di metaboliti secondari a seguito dell’espo-
sizione al campo magnetico, che puo essere conside-
rato un elicitore fisico in grado di determinare una
modifica del metabolismo secondario.

Riassunto

La presente ricerca ha avuto lo scopo di valutare la
risposta di una coltura cellulare di Salvia officinalis
sottoposta ad un flusso magnetico della densita di 50
millitesla per la durata di 0, 1, 2, 3, 4 o 5 minuti. Il
callo ¢ stato allevato su substrato agarizzato di
Murashige e Skoog addizionato con 0,5 mg 1! 2,4-D e
0,5 mg 1! chinetina. Dopo il trattamento le colture
sono state poste in camera di crescita ad una
temperatura di 24 °C ed in presenza di 16 ore di luce.
Il tasso di crescita relativo, parametro indicativo del
ritmo di accrescimento della coltura di cellule indiffe-
renziate, ¢ risultato crescente all’aumentare del perio-
do di esposizione al campo magnetico, raggiungendo
dopo 4 minuti il valore massimo (0,72). Superando
tale durata I’indice di riferimento si ¢ ridotto. I risul-
tati preliminari ottenuti in questa ricerca lasciano
intravedere le notevoli potenzialita della metodologia
adottata.
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Parole chiave: campo elettromagnetico, coltura di
cellule indifferenziate, tasso di crescita.
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In vitro cultures for the production
of phenolic compounds in
Vaccinium corymbosum L.

Abstract. Increasing concentrations (0.9 - 1.8 - 2.7
MM) of benzyladenine or zeatine were applied to in
vitro growing shoots of blueberry (Vaccinium corym-
bosum L.), cv ‘Brigitta Blue’, to optimise the multipli-
cation phase. The highest proliferation rate with
absence of hyperdricity was obtained with 1.8 yM
zeatine. Micro-shoots were subsequently induced to
root in vitro in presence of 10 uM IAA, IBA or NAA.
The highest rooting response (73%) was obtained
with IBA and rooted microcuttings were successfully
acclimatised. Interest for phenolic compounds has
been increased in the last years for their antioxidant
and antimicrobic activity. Thus, elicitation treatments
with red light, blu light or darkness with or without
10.32 uM methyljasmonate (MJ) were applied to calli
obtained from leaves excised from in vitro grown
shoots of the cultivar to evaluate the effects in pro-
motion the synthesis of secondary metabolites. Total
phenols, anthocyanins and ellagic acid content was
measured spettrophotometrically. MJ in standard
light conditions was effective in increasing antho-
cyanin calli production, and, when used in darkness,
positively affected either anthocyanin or total phenol
content, while the content of ellagic acid increased
when MJ was applied to calli maintained in darkness
orin red light.

Key words: calli cultures, elicitors, micropropaga-
tion, secondary metabolites, spectrophotometry.

Introduzione

Il genere Vaccinium L. (famiglia Ericaceae) con-
tiene circa 400 specie che producono frutti caratteriz-
zati da elevati contenuti di sostanze bioattive, tra cui

* emilia.caboni@entecra.it

le antocianine che mostrano attivita antiossidante,
antinfiammatoria e antitumorale (Ross et al., 2007 e
referenze incluse). La coltivazione del V. corymbo-
sum ¢ particolarmente importante in Canada e in
USA, ma negli anni recenti produzioni consistenti
vengono anche effettuate in Europa, nei Paesi Bassi e
dell’Est, e anche in Italia I’interesse per questa specie
¢ rapidamente cresciuto (Bounous et al., 2006). Esso
viene propagato per talee, ma sono anche disponibili
protocolli di micropropagazione (Debnath, 2006;
Gajdosova et al., 2006; Gonzales et al., 2000;
Meiners et al., 2007; Litwinczuk ¢ Wadas, 2008;
Tetsumura et al., 2008). Nonostante la recente diffu-
sione della produzione commerciale di piante micro-
propagate, rimangono ancora aspetti delle fasi della
coltura da ottimizzare al fine di migliorare la qualita
degli espianti e la loro capacita rizogena.
L’accertamento dell’efficacia terapeutica e/o pre-
ventiva di una vasta gamma di composti fenolici ha
portato negli ultimi anni la ricerca a trovare condizio-
ni colturali che ne stimolino il loro accumulo nelle
piante coltivate. Infatti, in molti tessuti vegetali il
livello dei flavonoidi ¢ modulato in risposta ad
un’ampia varieta di stimoli esterni, tra cui radiazioni
UV, alta intensita luminosa, disponibilita di zuccheri
esogeni (Nishiyama et al., 2004). Un esempio eviden-
te riguarda il cambio della colorazione nella buccia
della frutta, in relazione alla quantita di luce disponi-
bile, dovuto al controllo della biosintesi e accumulo di
antociani (Treutter, 2010). Anche ’interesse verso
I’utilizzo delle colture in vitro per la produzione di
sostanze bioattive ¢ in rapida crescita (Ruffoni et al.,
2009). Le colture cellulari rappresentano una risorsa
per la produzione di metaboliti secondari consentendo
una continuita di produzione delle sostanze bioattive
in condizioni controllate (Lila, 2004; Ruffoni et al.,
2009). Inoltre, poiche la sintesi di alcuni composti
puod essere indotta come risposta a condizioni di
stress, le colture in vitro consentono la manipolazione
controllata delle condizioni di crescita e 1’applicazio-
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ne di stimoli fisici e chimici (elicitori) che possano
favorire la produzione di metaboliti secondari (Blando
et al., 2004; Poulev et al., 2003;). Tra gli elicitori chi-
mici, alcuni studi hanno mostrato I’accumulo di meta-
boliti secondari in vitro grazie a strategie che prevedo-
no I’utilizzo del MJ, che svolge un ruolo di rilievo nel
sistema di risposta della pianta agli stress (Matkowski,
2008 e referenze incluse; Zhang et al., 2002).

Lo scopo di questo lavoro ¢ stato valutare I’effetto
dei fitoregolatori nella micropropagazione della culti-
var di mirtillo gigante americano (Vaccinium corym-
bosum L.) Brigitta Blue al fine di definire il miglior
protocollo di moltiplicazione e radicazione. Dalle
foglie dei germogli coltivati in vitro, inoltre, sono stati
ottenuti calli a cui sono stati applicati trattamenti di
elicitazione allo scopo di promuovere la produzione
di composti fenolici.

Materiali e metodi

Micropropagazione

In questo lavoro sono stati utilizzati germogli col-
tivati in vitro di mirtillo (Vaccinium corymbosum L.),
cv Brigitta Blue, ottenuti da gemma ascellare preleva-
te da piante adulte presenti nei campi sperimentali del
CRA-Centro di Ricerca per la Frutticoltura di Roma. I
germogli sono stati moltiplicati su un terreno di coltu-
ra messo a punto precedentemente da Damiano et al.
(2008) per altri frutti minori e contenente FeNaEDTA
(66,7 mg/l), benziladenina (BA), saccarosio (3%) e
agar (0,6% B&V Italia). Le colture sono state mante-
nute a 25 °C con un fotoperiodo di 16 ore e un’inten-
sitd luminosa di 40 pumol ms™! (condizioni standard).

Per valutare I’effetto del tipo e della concentrazio-
ne di citochinina sul tasso di moltiplicazione dei ger-
mogli, sono state applicate concentrazioni crescenti
(0,9 - 1,8 - 2,7 uM) di BA o zeatina (ZEA), mentre,
per la fase di radicazione, sono state messe a confron-

to, utilizzando lo stesso terreno basale, varie auxine,
10 uM acido indolacetico (IAA), acido indolbutirrico
(IBA) o acido naftalenacetico (NAA). Le plantule
radicate sono state ambientate in serra, in tunnel, in
condizioni di umidita e temperatura controllate.

Produzione di composti fenolici

Porzioni di foglia prelevate da germogli in fase di
moltiplicazione e private di picciolo e bordi, sono state
trasferite su terreno basale Gresshoff e Doy (1972)
contenente NAA (10 uM) e kinetina (K, 4,6 uM), per
ottenere tessuto indifferenziato. Gli espianti sono stati
mantenuti al buio per tre settimane e successivamente
trasferiti alla luce, alle condizioni di coltura standard e
sub-culturati su terreno fresco ogni 20 giorni.

Sui calli ottenuti (fig. 1) sono stati applicati tratta-
menti di elicitazione eseguiti utilizzando un tubo a
fluorescenza per luce rossa (620-750 nm) o per luce
blu-UV (450 nm) con un fotoperiodo di 8 ore in pre-
senza o assenza di 10,32 pl/l metiljasmonato (MJ,
Sigma) nel terreno di coltura (Tassoni et al., 2005).

Il contenuto in antocianine ¢ stato determinato sui
calli (300 mg) mediante lettura allo spettrofotometro
(Dong et al., 1995). Inoltre, ¢ stato valutato, sempre
mediante analisi spettrofotometriche, il contenuto dei
fenoli totali (Bray e Thorpe, 1954) e di acido ellagico,
dopo un’estrazione in DMSO ed aggiunta di NaNO,,
secondo il metodo di Ozer e collaboratori (2007).

Risultati e discussione

Gonzalez et al. (2000) e Litwinczuk e Wadas
(2008) hanno messo in evidenza che una soddisfacen-
te proliferazione di germogli puo essere ottenuta in
alcune cultivar di V. corymbosum utilizzando N6-[2-
isopentenyl] adenine (2iP), mentre i risultati di
Ostrolucka et al., (2004) suggeriscono la ZEA come
miglior citochinina da utilizzare in fase di moltiplica-

Fig. 1 - Cv Brigitta Blue. A. Germogli in moltiplicazione su terreno contenente zeatina (1,8 uM). B. Espianti radicati con 10uM IBA. C.
Callo ottenuto da foglia (30 giorni).
Fig. 1 - Cv Brigitta Blue. A. Shoots in multiplication phase on medium with zeatine (1.8 uM). B. Explants rooted with 10 uM IBA. C. Calli
after 30 days of culture.
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zione per ottimizzare la produzione di germogli da
gemma ascellare. Dai risultati ottenuti in questo lavo-
ro (tab. 1, fig. 1) si ¢ evidenziato che il terreno di col-
tura contenente ZEA, 1,8 uM, ¢ il piu idoneo alla fase
di moltiplicazione della cv Brigitta Blue permettendo
di ottenere 1 tassi di moltiplicazione piu elevati ed
espianti non iperidrici, come anche precedentemente
dimostrato in altre cultivar da Eccher e No¢ (1989).

La radicazione puo essere effettuata sia ex vitro
previa immersione dei germogli in una soluzione con-
tenente IBA (Gonzalez et al., 2000; No¢ e Eccher,
1994) che in vitro utilizzando sia NAA che IBA
(Meiners et al., 2007 e citazioni riportate), tuttavia la
riposta rizogena ¢ genotipo dipendente. Nella radica-
zione della cultivar Brigitta Blue il miglior risultato
(73%) ¢ stato ottenuto con IBA, mentre ’'NAA ha
indotto un’abbondante formazione di callo (tab. 2),
come anche precedentemente riportato da Zhao e col-
laboratori per un ibrido di V. corymbosum (2011). Le
piante ottenute sono state successivamente trasferite
in serra (65% di piante ambientate). Il protocollo ¢
attualmente in applicazione sulla cultivar Blue Crop.

Per quanto riguarda il trattamento in vitro dei calli
per incrementare la produzione di metaboliti seconda-
ri, dai risultati ottenuti si ¢ evidenziato un effetto pro-
motore del MJ: da solo sulla produzione di antociani e
in combinazione con il trattamento di buio sul conte-
nuto di antociani e fenoli totali (tab. 3). Per quanto
riguarda 1’acido ellagico, le combinazioni MJ e buio e
MJ e luce rossa sono state le piu efficaci nell’incre-
mentarne la sintesi, rispetto al controllo.

Questi risultati confermano 1 risultati ottenuti in

Tab. 1 - Cv Brigitta Blue. Effetto dei fitoregolatori (BA e ZEA)
sulla moltiplicazione in vitro.
Tab. 1 - Cv Brigitta Blue. Effect of growth regulators (BA and
ZEA) on in vitro multiplication.
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Tab. 3 - Effetto dell’elicitazione fisica e chimica dei calli sulla
produzione di metaboliti secondari.
Tab. 3 - Effects of physical and chemical elicitors on secondary
metabolite production in calli.

Antociani Acido ellagico Fenoli
CK 0,09+0,01 0,39+0,08 1,34+0,07
L. BLU 0,03+0,00 0,5540,20 1,96+0,26
L. ROSSA 0,08+0,00 0,7140,26 2,14+0,21
MJ 0,13+0,01 0,32+0,05 1,73+0,47
MJ BUIO 0,16+0,03 1,90+0,26 3,65+0,65
MIJ L. BLU 0,03+0,00 0,54+0,13 1,26+0,48
MJ L.ROSSA | 0,09+0,00 2,07+0,10 2,00+0,70

Citochinina (uM)| Tasso di moltiplicazione | Condizione espianti
0.9 x2
BA 1,8 X2
2,7 x3 Iperidricita
0,9 x3
ZEA | 18 X8
2,7 x9 Iperidricita

Tab. 2 - Cv Brigitta Blue. Effetto dei fitoregolatori (10uM IAA,
IBA o NAA) sulla radicazione in vitro.
Tab. 2 - Cv Brigitta Blue. Effect of growth regulators (10uM 1A A,
IBA o NAA) on in vitro rooting.

Auxina % Radicazione | N. Radici/Esp. Callo
IAA 15 2 -
IBA 73 6 +

NAA 28 2 +++

altre specie con il MJ (Matkowski, 2008; Verpoorte,
2002) e mettono in luce le potenzialita dell’utilizzo di
questo elicitore anche nella promozione della produ-
zione di molecole bioattive in colture in vitro di
Vaccinium corymbosum.

Riassunto

Colture in vitro di mirtillo gigante americano
(Vaccinium corymbosum L.), cv ‘Brigitta Blue’, sono
state trattate con concentrazioni crescenti (0,9 - 1,8 -
2,7 uM) di benziladenina o zeatina durante la fase di
moltiplicazione mentre, per la fase di radicazione,
sono state messe a confronto varie auxine: IAA, IBA o
NAA (10 pM). Dai risultati ottenuti si ¢ evidenziato
che il terreno di coltura contenente zeatina, 1,8 uM, ¢
il piu idoneo alla fase di moltiplicazione della cultivar
permettendo di ottenere un elevato tasso di prolifera-
zione ed espianti non iperidrici. Per la fase di radica-
zione il miglior risultato (73%) ¢ stato ottenuto con
IBA e le piante ottenute sono state trasferite in serra. I
composti fenolici hanno acquisito negli ultimi anni
grande rilievo data la loro efficacia come antiossidanti
ed antimicrobici, caratteristica interessante per il loro
utilizzo in campo farmaceutico ed erboristico.
Pertanto, su calli ottenuti da foglie di germogli cre-
sciuti in vitro, sono stati applicati trattamenti di elicita-
zione con luce standard, blu, rossa o buio, in presenza
o assenza di 10,32 uM metilgiasmonato (MJ), per pro-
muovere la produzione di fenoli totali, antociani e
acido ellagico. Dai risultati ottenuti si ¢ evidenziato
un effetto promotore del MJ, da solo, sulla produzione
di antocianine e, in combinazione con il trattamento di
buio, sul contenuto di antociani e fenoli totali. Le com-
binazioni MJ - buio e MJ - luce rossa sono state le piu
efficaci nell’incrementare la sintesi di acido ellagico.

Parole chiave: colture di callo, elicitori, metaboliti
secondari, micropropagazione, spettrofotometria
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moplasma di Timo (Thymus spp.)
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Il timo (Thymus spp.) ¢ una fonte naturale di oli
essenziali, di estratti freschi e secchi ed € usato nel
mondo per scopi medici e nell’industria cosmetica ed
alimentare. Peraltro, le popolazioni naturali di timo
non sono sufficienti a soddisfare un tale sfruttamento
intensivo e la relativa domanda di prodotti derivati. Il
presente studio si ¢ pertanto posto 1’obiettivo di svi-
luppare efficienti protocolli di propagazione e con-
servazione in vitro (in crescita rallentata ¢ mediante
crioconservazione) di germoplasma di timo (7. vul-
garis, T. longicaulis e T. cariensis), a partire da
espianti giovani (semenzali) e maturi (apici di ger-
mogli prelevati da piante mature). Il 7. cariensis, in
particolare, ¢ una specie endemica ¢ minacciata della
Turchia che grandemente si avvarrebbe di tecniche
innovative di propagazione e conservazione.
Attraverso una serie di prove sperimentali che hanno
saggiato numerose combinazioni di citochinine, auxi-
ne e acido gibberellico, ¢ stata ottimizzata una proce-
dura di micropropagazione basata sull’impiego di
substrato semi-solido MS addizionato, in fase di pro-
liferazione, di 1 mg 1"' di kinetina ¢ 0.3 mg 1'' di
GA,, ottenendo con tutte le specie percentuali di
rigenerazione superiori al 95% e fino a 9 germogli
per espianto (7. vulgaris). Le condizioni di coltura
erano di 23°C e fotoperiodo 16h (con 75 umol m2
sec’! di intensita luminosa). E’ stata poi facilmente
ottenuta sia la radicazione dei germogli (su substrato
privo di regolatori di crescita o contenente auxina),
sia la successiva acclimatazione delle plantule in
contenitori da 250 cc e sotto controllo dell’'umidita
relativa. Le colture di germogli in proliferazione sono

poi state sottoposte a conservazione in crescita rallen-
tata (a 4°C e oscurita), mantenendone fino a 12 mesi
la capacita di ricrescita al ritorno a condizioni stan-
dard di coltura. Per la crioconservazione del 7. vulga-
ris sono state confrontate tre tecniche basate sulla
vitrificazione e I’immersione diretta di apici meriste-
matici in azoto liquido (vitrificazione con PVS2,
incapsulazione-vitrificazione e congelamento in goc-
cia). I migliori risultati (80% e 18% di ricrescita in 7.
vulgaris e T. cariensis, rispettivamente) sono stati
ottenuti con la tecnica del congelamento in goccia,
attraverso una procedura che prevedeva |’acclimata-
zione per 2 settimane delle colture di germogli a 4°C,
48 h di precoltura degli apici meristematici su sub-
strato MS contenente 0.25M di saccarosio, trattamen-
to di 90 min con PVS2 in goccia, immersione diretta
in azoto liquido delle strisce d’alluminio contenenti
le gocce con espianti, crioconservazione per almeno
1 h, scongelamento e piastratura degli espianti in sub-
strato di ricrescita. In considerazione del grande valo-
re di alcuni oli essenziali di timo (tra i quali timolo e
carvacrolo sono considerati in assoluto tra i “top 10”
oli essenziali per importanza), ¢ stata inoltre avviata
un’indagine tesa alla caratterizzazione della composi-
zione terpenica volatile in vitro di colture di germogli
di differenti cloni di 7. vulgaris. E’ attualmente in
corso la determinazione della composizione monoter-
penica mediante gas-cromatografia per spazio di
testa, evidenziando gia variabilita di emissione tra i
diversi cloni per quanto concerne i maggiori
costituenti [(-)-B-pinene, (+)-B-pinene, camphene,
myrcene, p-cymene e g-terpinene].
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Il progetto “AROMA” (INTERREG ALCOTRA
n°68 — Le piante aromatiche tra ambiente ed attivita
produttive) ha fra i suoi obiettivi 1’utilizzo di piante
aromatiche e medicinali per valorizzare la biodiversita
della riviera franco-italiana e sfruttare le potenzialita
ornamentali, medicinali e nutrizionali delle stesse per
I’ottenimento di nuovi prodotti.

Il rosmarino (R. officinalis) ¢ un arbusto della flora
mediterranea utilizzato fin dall’antichita per le sue
proprieta organolettiche e nella medicina popolare.
Fra le sue numerose varieta coltivate c/o il CRA-FSO
di Sanremo, quattro genotipi scelti per ’elevato
impatto ornamentale sono stati messi in vitro per la
produzione di biomassa e per la valutazione del con-
tenuto in acido carnosico.

L’acido carnosico ¢ una molecola con documenta-
ta attivita antibatterica su patogeni umani e vegetali;
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la sua biosintesi chimica risulta essere costosa e risul-
ta quindi interessante identificare una fonte rinnov-
abile di produzione.

Espianti fogliari di quattro varieta (R. officinalis
“M.G. Bianco”, “Bianco”, “M.G.” e “Israeli”’) sono
stati sterilizzati con ipoclorito di sodio e posti in tre
diversi terreni di coltura: le percentuali di inquina-
mento e di mortalita si sono rivelate molto elevate.
Tuttavia la varieta “Bianco” ha mostrato una buona
produzione di tessuto indifferenziato (callo) e una
buona capacita organogenetica (radici) su mezzo MS
contenente 1 mg/l di NAA. Analisi fitochimiche
hanno confermato la presenza in elevate quantita (3,3
mg/g peso secco) di acido carnosico nei calli durante
il loro ciclo colturale; in particolare la massima pro-
duzione ¢ stata misurata dopo 30 giorni di coltura su
mezzo di induzione, ovvero alla fine della subcultura.



