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SCOPO DELLA RICERCA



La malaria € una malattia febbrile acuta diffusdadpuntura della zanzara femmina del
genereAnophelesche colpisce 350-500 milioni di persone I'annondeamica in Africa ed
Asia. Nelluomo la malaria € causata da quattracigpdiverse di un protozoo del genere
Plasmodiumll P. falciparum,e la specie che provoca la forma piu grave di raal&er

piu di 350 anni questa malattia é stata trattataotonino, ma nell’'ultimo decennio € stato
scoperto che il chinino, non ha piu effetto su modppi resistenti dP. falciparum.Oggi

un trattamento alternativo, efficace e sicuro, mmnta malaria € rappresentato
dall'artemisinina un sesquiterpene lattone estratto da una piantdicmale cinese
Artemisia annua L. Recentemente I'OMS ha raccomandato di utilizz&natamenti
combinati con artemisiningA¢temisinin-Based Combined Therapgome prima linea di
trattamento per quei ceppi resistenti alla curdizianale.

L’ Artemisia annudl.. € una pianta aromatica erbacea annuale apparteniét@raiglia
delle AsteracaeE’ una pianta endemica della Cina ma ormai nnzata in diversi Paesi,

in Europa e Nord America. L'artemisinina € sequaatrnei tricomi ghiandolari che
ricoprono in particolar modo la superficie di faglie fiori. La concentrazione di
artemisinina nella pianta e relativamente bass@,tla 1% del peso secco. La produzione
di artemisinina & ancora notevolmente costosaa lasscarsa quantita di molecola presente
nella pianta ed il periodo piuttosto limitato deflaa presenza nella pianta. D’altra parte
I'estrazione dell'artemisinina richiede un’attergaparazione cromatografica e la sintesi
chimica della stessa molecola e difficile da otteneon costi elevati e bassa resa. Ecco
perché sono numerosi i gruppi di ricerca il cunpipale obiettivo &€ quello di aumentare il
contenutoin planta di artemisininaoppure di produrla in colturen vitro o mediante
ingegnerizzazione di microrganismi.

Gli studi finora condotti, per definire la via biotetica dell’artemisinina hanno permesso
di individuare diversi enzimi e i relativi geni. ffavia alcuni passaggi restano ancora da
chiarire. Le colturen vitro rappresentano un valido strumento per uno stygjiocdondito
delle vie biosintetiche di metaboliti vegetali, pleg¢ permettono di operare in condizioni
sperimentali ben definite e controllate.

Lo scopo di questa tesi é stato quello di allestiversi tipi di colture cellulari dArtemisia

annuaal fine di individuare il sistema piu idoneo gtleoduzionen vitro di artemisinina e



di indagare sulla regolazione della via biosinggtialutando I'espressione dei geni noti in
colture in sospensione Ai annua sottoposte a differenti trattamenti.

Sono state allestite diverse tipologie di colturevitro di Artemisia annual.. (colture di
calli, cellule in sospensione e piantine micropggia). Per aumentare il contenuto di
artemisinina le colture in sospensione sono stéitgtate con metil jasmonato, una
molecola che stimola il metabolismo secondario eomazolo, un inibitore della sintesi
degli steroli, la via competitiva dei sesquiterpdnoltre, le cellule sono state trattate con
elicitori biotici come I'estratto fungino dPenicillium verrucosum Attraverso analisi
HPLC si e potuto osservare che i trattamenti hastimoolato in misura differenziale la
produzione di artemisinina. Il trattamento con mg@smonato ha indotto un aumento
massimo di 2,4 volte del contenuto di artemisino@o 4 ore di trattamento. Nel
trattamento con miconazolo si é raggiunto il ligepiu alto di artemisinina (1,6 volte)
quando le cellule sono state trattate per 5 galtaiconcentrazione di 2Q{M.

L’analisi dell'espressione genica, mediafeal TimePCR, ha permesso di studiare la
regolazione di alcuni geni della via biosinteticaell'drtemisinina. L'analisi
dell’espressione in cellule in sospensioneAdiemisia annuaha rivelato, un aumento
dell'espressione dei ger@YP71AV1, CPRe Dbr2, codificanti rispettivamente per gli
enzimi citocromo P450 monossigenasi, citocromo P450 redu# aldeide artemisinica
A11(13) reduttasi In particolare si e evidenziato un aumento dgflifessione di
CYP71AVdi circa 7 volte, dopo 30 min di trattamento coetitjasmonato. Nelle cellule
trattate con miconazolo 20@0M si e evidenziato un forte aumento dell’espressidel
geneDbr2, e diCPRrispettivamente dopo 30 min e 4 ore di trattamento

In questo lavoro di tesi & stato inoltre messo at@ul protocollo di isolamento di
protoplasti sia da cellule in sospensione sia datpie micropropagate éirtemisia annua.

| protoplasti sono stati trasformati transienteraent

Un altro aspetto della ricerca e stato volto adntifieare geni codificanti fattori di
trascrizione in grado di influenzare la biosintdsiartemisinina. In particolare la nostra
attenzione & stata focalizzata sulla famiglia ttofadi trascrizione WRKY. E stato isolato
un nuovo fattore WRKY inArtemisia annuadenominatoAaWRKY3. La sequenza di
AaWRKY3 e stata utilizzata per creare un costruttimehico contag fluorescente:
WRKY:GFP, utllizzato per trasformare transientemsenprotoplasti di cellule in
sospensione di. annua Il costrutto WRKY:GFP andava a localizzarsi speamente nel

nucleo, cosi come tutti i fattori di trascrizione.



Questo lavoro € inserito in un progetto di ricdinanziato dalla Regione Puglia dal titolo:
“Caratterizzazione molecolare e attivita biologdiaprincipi farmacologicamente attivi
estratti da varieta di artemisia, pianta propostala riconversione di zone destinate alla
tabacchicoltura”; che vede come partner ['IstitdicScienze delle Produzioni Alimentari
(ISPA) del CNR di Lecce, I'Universita degli Studi Bari, I'Universita del Salento e

I'azienda farmaceutica Lachifarma.



ABBREVIAZIONI
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INTRODUZIONE



MALARIA

E’ argomento di attualita il proposito dell’ltal@della Unione Europea di mettere a punto
nuove strategie per il controllo della malaria € paliminazione completa del parassita
dalle aree piu povere del mondo. Secondo le stimeapcreditate dell’Organizzazione
Mondiale della Sanita (WHO), quasi 500 milioni dirpone contraggono annualmente la
malaria e tra questi due milioni sono le persore rlmoiono ogni anno di malaria. Ma il
dramma peggiore € che il 90% sono bambini sotiogue anni e donne gravide (Butkr
al., 1997). In pratica la malaria uccide un bambigoi®&0 secondi (WHO, 1996).

La malaria € una malattia endemica in vaste arkpiaeeta, soprattutto in Africa ed Asia
(Fig. 1), dalle quali provengono i flussi migrateerso I'Europa. Inoltre la possibilita di
spostarsi nei diversi continenti ha contribuitaaliffusione della malaria anche nei paesi
industrializzati, dove ogni anno si evidenzian@&il0.000-30.000 nuovi casi.

L'interesse nei confronti della malaria €, inolteeimentato dall'inefficacia dei trattamenti
con i comuni antimalarici, incapaci di combattesediffusione della malattia a causa di
una crescente farmaco-resistenza. Il problema défiassione della malaria e reso ancora

piu importante dall'assenza di un vaccino contsui parassita.

VETTORE MALARICO

Il termine malaria deriva dall'italiano medievalenala aria e rappresenta una parassitosi
che colpisce le persone che vivono in zone palyddgecui deriva il vecchio nome di
paludismo La malaria € causata da un protozoo del geR@asmodium,in particolare
dalle quattro specid?. falciparum, P. vivax, P. malaria=P. ovale.Recentemente é stato
scoperto una quinta specie di protozoo che causalaria sia nel’'uomo che negli animali
(in particolare nelle scimmie), si tratta Biasmodium knowlegWhite, 2008). La specie
responsabile del maggior numero di morti €.ilfalciparum ospite del principale vettore
malarico africano, la zanzarsnopheles gambiaé sintomi della malattia sono comuni a
tutte le forme di malaria: brividi, febbre, cefglemlori addominali ed infine anemia. Solo
il Plasmodium falciparunpuo attaccare il cervello e dare luogo alla malaelebrale o

perniciosa.



- Ares endemiche

Aroa ipoandomiche o/o con trosmitsione sagionale dell'infexione

_l Aree indenni

Fig. 1. Distribuzione geografica della malaria meindo. (Da Bisoffet al, 2006).

Malaria

Stadi nella zanzara

Fig. 2. Ciclo vitale dei plasmodi (Fonte: Centes Diseas Control and Prevention,

Atlanta).



Il ciclo del plasmodio viene suddiviso in due fpancipali: quella esoeritrocitaria e la fase
sporogonica.

L’infezione nell’'uomo inizia con la puntura di uaanzara femmina del geneh@opheles
(Fig. 2), la quale per potersi nutrire inietta dadlue ghiandole salivari un anticoagulante,
col quale vengono trasmessi i plasmodi allo stadiiosporozoiti. Dopo una breve
permanenza nel circolo ematico, gli sporozoiti omao gli epatociti dove subiscono

schizogenia producendo i merozoiti, che vanno addare nuove cellule. Questa fase

moltiplicazione asessuatdene detta_eso-eritrocitarigperche esterno ai globuli rossi).

Dopo alcuni giorni i merozoiti entrano nel circadanguigno infettando gli eritrociti (ciclo
eritrocitario), dove possono accrescersi (trofogagsumendo inizialmente la tipica forma
ad anello e riprodursi. Quando il globulo rossailltes riempito da queste forme si rompe,
liberandole in circolo, dove i plasmodi possonceitdre nuovi globuli rossi. Ad un certo
punto alcuni merozoiti si modificano in forme sessu i gametociti. Quando una nuova
zanzara punge l'individuo ammalato, col sangue tsacanche i gametociti (nei globuli

rossi) che termineranno la differenziazione soliinstino dell'insetto (ciclo sessuato o

sporogonicd. Dopo la fecondazione lo zigote subisce meiadiventa un organismo detto
oocinete, mobile e di forma allungata; questo imvéad parete del medio intestino della
zanzara, dove diventa oocisti. L'oocisti crescer@npe e libera gli sporozoiti, che
raggiungono le ghiandole salivari della zanzaraeageno inoculati nelluomo, alla

successiva puntura, dando nuovamente inizio al.cicl

FARMACI ANTIMALARICI

In passato la lotta contro la malaria si basavaigerse strategie, la prima prevedeva la
disinfestazione dalla zanzara,vettore della malattraverso I'uso del pesticida DDT
(diclorodifeniltricloroetano). Ma questo approcciba portato allemergenza della
resistenza al DDT nella zanzara. Inoltre questdiqea induce effetti collaterali per la
riproduzione degli animali e infine risulta moltergistente nella catena alimentare.

Nella storia della medicina occidentale, il prim@dicamento efficace, impiegato per il
trattamento della malaria fu la corteccia dellanfadi Chincona ledgerianascoperta in
Peru nel 1600 e importata in Europa dai gesuiti. N80 in Francia, si ottenne dalla
corteccia il principio attivo anti-malarico in foampura, un alcaloide che fu chiamato
chinino. La sua corteccia contiene altri alcaloaditi-malarici (chinidina, cinconina,
cinconidina), ma quello comunemente impiegato eastm il chinino. Successivamente

furono scoperte altre sostanze come la cloroclamadiachina e pirimetamina. Purtroppo



l'impiego su larga scala dei farmaci per la preBlaavrebbe selezionato ceppi di
plasmodio chemio-resistenti. La farmaco-resistgpzehemio-resistenza) . falciparum
comparve in seguito all'impiego esteso del farmatajuale sopravvivono solo i ceppi
meno sensibili o resistenti, che successivamentgiazzano quelli completamente
sensibili. Cio avviene piu rapidamente quando fimfaco in questione viene usato in
quantita insufficiente riguardo alla posologia & alurata del trattamento. La farmaco-
resistenza, secondo la WHO, si definisce come dpacita dei ceppi di plasmodio di
sopravvivere e moltiplicarsi nonostante la somntiamone e l'assorbimento di un
farmaco somministrato in dosi uguali o maggioriuglte normalmente raccomandate, ma
comunque sopportabili dal paziente”.

La medicina occidentale attinse allora da quebaifionale cinese e scopriging hao
su,0 artemisinina, estratto dalla pianta aromafidemisia annud.., che veniva impiegato
da secoli in Oriente, sotto forma di infuso, petrdttamento delle febbri. Questa pianta &
stata gia menzionata per la prima volta nel 168 ad€l testo cinese "Rimedi per 52
malattie” ritrovato in Mawangdui nella tomba deliaastia degli Han (Abdiet al, 2003)

Il primo riferimento sicuro sull'uso della piantantro la malaria risale al 340 d.C, quando
la stessa venne menzionata da Ge Hon nel "Manuglle grescrizione per terapie
d'urgenza”’. Nel 1969 l'esercito cinese trovava gheestratto di etere dietilico &. annua
aveva un eccellente effetto contro la malaria (Aledial, 2003).

L’artemisinina € un farmaco senza nessuna somiggianhimico-strutturale con i
precedenti antimalarici, dalla quale furono sudeessente sintetizzati l'artemetere,
I'artesunato e l'arteetere.

Attualmente l'artemisinina rientra tra i farmaciiliazati per la terapia, nota come
Artemisinin-Based Combinated Terapl#xCT) raccomandata dalla WHO (2005), in
associazione con la clorochina o pirimetamina dadidzina. E stato dimostrato che
I'artemisinina e efficace anche nella cura di aeforme di cancro come il cancro al colon
e la leucemia (Panossiahal, 2005; Singh e Lai 2004; Efferth, 2006; Withenseaasling,
2007).

ARTEMISIA ANNUA L.

L’ Artemisia annuadetta ancheweet annieo annual wormwoodé una pianta erbacea
annuale che appartiene alla famiglia délteraceadTab. 1), endemica della vegetazione
della steppa cinese tra i 1000 e i 1500 m sogreeilo del mare (Wang, 1961). La pianta

presenta un potenziale adattamento a diversi edatitudini, oggi, si € naturalizzata anche
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in altri paesi quali Ungheria, Bulgaria, Romaniajrdhia, Argentina, lItalia, Francia e

Spagna (Klayman, 1993); ma non si sviluppa in ztvopicali dove la malaria &€ cosi

diffusa. La fioritura € indotta da periodi brevidiucon fotoperiodo di 14/16 h. | suoi semi
germinano in primavera e la sua fioritura avviendine estate (ad una latitudine di

40°21’'N). La propagazione puo avvenire per semerdglea. E’ una pianta a portamento
cespuglioso che puo raggiungere i 2 metri di aliezon fogliame verde ceruleo, le foglie
presentano auricole basali e la pagina superiongresenta di un colore verde scuro,
mentre la pagina inferiore biancastra e tomentiosdoglie alla base del fusto sono ampie
e frastagliate, mentre quelle apicali sono alluagatdivise in 2-3 lobi; i rami sono

alternati. | capolini giallo oro sono portati inrpeocchie su lunghi fusti ramificati e solcati,
i frutti sono costituiti da minuscoli acheni senEpo, la radice é fittonante (Fig. 3).

Fig. 3. A. Pianta dArtemisia annud.. B. Capolini di artemisia. C. Particolare defitalia

di artemisia.

Tab. 1. Piant®rtemisia annud.. e la sua classificazione botanica.

Classificazione botanica
Regno: Plantae
Divisione: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordine: Asterales
Famiglia Asteraceae
Genere: Artemisia
Specie: A. annua L.

ARTEMISININA

L’artemisinina € un endoperossido sesquiterpenteniatche appartiene al gruppo degli
isoprenoidi (o terpenoidi). Le proprieta antimathg dell’artemisinina sono legate alla
funzione di perossido del sesquiterpene lattongriricipio attivo & stato isolato nel 1972 e
la sua struttura & stata definita nel 1979 medidatalisi ai raggi X (Liuet al, 1979;

Klayman 1985). La sua formula chimica é:si;;0s (Fig. 4). La particolarita

11



dell'artemisinina consiste nel fatto di presentzaetteristiche strutturali diverse dagli altri
farmaci antimalarici, poiché presenta un anellaogielico contenente ossigeno e non
azoto, tipico degli altri antimalarici.

Il trattamento con artemisinina e i suoi derivaditévo rapidamente sulla fase asessuale del
Plasmodium falciparumrimuove velocemente i parassiti eliminando cosintomi della
malattia. Questi farmaci sono ben tollerati e pdivsignificativi effetti collaterali.

| derivati dell'artemisinina, artesunato, artemetarteetere, acido artesunico e artenulico,
(Wallaartet al., 1999) (Fig. 5) hanno un‘azione piu rapida e soadbd 10 volte piu

efficaci delle molecole abituali. La loro duratauvita molto breve rende minimo il rischio

di apparizione di resistenza.

A. anello triossanico
B. lattone
C. cicloesano
D. oxacicloeptano
Me M e
E ) P o

2-R=OCH,
3 - R = OCH,CH,

4 - R = OCOCH,CH.CO,H
5-R=0OH

Fig. 5. Derivati dell’artemisinina: artemisinina)(&artemetere (2), arteetere (3), artesunato
(4), diidroartemisinina (5), acido artemisinico @)cido diidroartemisinico (7) (Castilho
et al, 2008).
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Il luogo di maggior accumulo dell’artemisinina sdedfoglie ma anche i fiori, i semi e le
gemme.L’'unica parte della pianta in cui non é stata @lievla presenza é rappresentata
dalle radici e nel polline (Acton e Klaymat985; Charlest al.,1990; Ferrierae Janick
1995). In particolare I'artemisinina € sequestratanterno dei tricomi ghiandolari che
ricoprono la superficie di foglie e fiori. In artésta ritroviamo due tipi di tricomi: uno
filamentoso in cui non si accumulano oli essenaalno ghiandolare, in cui si accumulano
(Ferriera e Janick, 1995). | tricomi ghiandolamedormati da 5 paia di cellule con diversi
tipi cellulari, che svolgono funzioni diverse (F&). Duke e Paul nel 1993, attraverso studi
ultrastrutturali, hanno dimostrato che nei tricaghiandolari si ritrovano un paio di cellule
basali, uno mediale e tre paia di cellule secreta@isservando al microscopio ottico le
cellule basali, mediali e il paio di cellule seom apicale si nota che risultano essere
incolore al contrario le due paia di cellule seariet subapicali sono verdi (Covelé al.,
2007). La cuticola, che ricopre le tre paia diwellapicali forma una sacca bilobata dove
si accumulano i mono e sesquiterpeni (Fig. 7 A)sliuduppo dei tricomi inizia subito dopo
lo sviluppo della foglia. L'analisi di un biotipoi dArtemisia annuasenza tricomi

ghiandolari ha evidenziato I'assenza di artemisimella pianta (Duket al., 1994).

Vi sono opinioni contrastanti circa il periodo inid¢a concentrazione di artemisinina & piu
elevata. Secondo alcuni ricercatori, la maggiodprione del sesquiterpene lattone si ha
nel periodo immediatamente precedente alla fi@jtaecondo altri, invece, si ha durante il
periodo di massima fioritura. Wang nel 2004 ha istiodgli effetti del gendpfl (fattore
promotore della fioritura diArabidopsis thalianaLandsberg, trasferito in artemisia
medianteAgrobacterium tumefaciepgvidenziando che la fioritura non € necessaria pe
aumentare il contenuto di artemisinina in piantajadtre, il periodo migliore di raccolta e
tra la fine della crescita vegetativa e l'inizidlddioritura.

Durante tutto il ciclo vitale della pianta I'artesimina € sempre presente, la quantita e
bassa quando spuntano le foglie, ma aumenta csuillgppo delle foglie e la massima
produzione si ottiene quando inizia la senesceetfla bglie (Lommeret al., 2005). La
produzione di artemisinina e influenzata da fatbtiratici come luce, temperatura, acqua

e sali minerali.
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Fig. 6. A. Tricomi di Artemisia annualL. al microscopio ottico: tricomi ghiandolari
secretori (GST) e tricomi non ghiandolari (NT). IBgrandimento dei tricomi ghiandolari
(daCovello et al.2007).

Fig. 7. A. Tricoma ghiandolare al TEM (Microscog@lkettronico a trasmissione) allo stadio
di 10 cellule dopo I'espansione cuticolare. Barfagm. B. Foglia diArtemisia annual.

con tricomi ghiandolari. Barra= 1Q0n (Duke e Paul, 1993).

ATTIVITA FARMACOLOGICA DELL’ARTEMISININA

L’artemisinina e i suoi derivati riescono a elimi@al plasmodio molto piu velocemente
degli altri farmaci, grazie al fatto che sono edfic gia a basse concentrazioni. Essi
determinano cambiamenti strutturali delle membm@&igparassiti, causando la formazione
di vacuoli autofagici, con conseguente perditaditelplasma e morte dei parassiti stessi.
La funzione perossidica e di fondamentale impodaper I'attivita antimalarica; sembra,
infatti, che ad uccidere i parassiti sia la prodoei di composti citotossici quali radicali
liberi ed aldeidi reattive. L’artemisinina agis@rdamente a livello dello stadio asessuato
del parassita, che rappresenta la forma piu mabgrean modalita diverse rispetto agli altri
antimalarici. Nel trattamento di una forma gravenailaria I'iniezione endovenosa di
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artesunato (un derivato dell’artemisinina) ha uiae molto piu rapida rispetto a quella
esercitata dal chinino (Dondorgt al, 2006). Mentre questi ultimi reagiscono con
I'ossigeno, producendo radicali liberi, I'artemisia si converte essa stessa in radicale
libero, reagendo con il ferro. La sua azione digedd due passaggi sequenziali. Il primo
passaggio € detto di attivazioeag@revede una scissione del ponte endoperossididata

dal ferro, che genera un radicale organico instalilo un’altra specie elettrofilica
(Kamchonwongpaisaet al, 1992; Posner e Oh, 1992). Infine il ferro attie@temisinina

convertendola in radicale libero (Meshnick, 1994y( 8).

CH3

ATTIVAZIONE ALCHILAZIONE

Libero o Radicale libero

legatoal  e/o intermedio Legame proteina -
gruppo eme elettrofilico artemisinina

artemisinina

Fig. 8. Meccanismo d’azione dell’artemisinina.

ANALISI DELL’ARTEMISININA

L’analisi dell’artemisinina e particolarmente difife poiché il composto € instabile, é
presente in basse concentrazioni nella piantaplsra scarsamente; la presenza di altri
composti nell’estratto della pianta interferisca ¢ta sua determinazionknoltre e sensibile

al trattamento con acidi e basi; risulta stabi® fad una temperatura di 150°C, ma quando
la temperatura raggiunge i 180-200°C inizia a dégpsi, dando origine a numerosi
sottoprodotti (Luo e Shen, 1987).

E’ possibile determinare il contenuto di artemisautilizzando un sistema costituito dalla
spettrometria di massa in tandem (MS/MS) (Ranastige, 1993). Sono stati sviluppati
anche dei metodi basati sulluso di anticorpi cothemetodo RIA (saggio radio
immnulogico) (Zhacet al., 1986) o ELISA (saggio d'immunoassorbimento conireaz
coniugato) (Jaziret al., 1993), che risultano essere molto sensibili e iipedspetto ali
metodi convenzionali.

Un metodo innovativo e rappresentato dalla quaatzione dell’artemisinina direttamente

nell’estratto con acetone mediante H-NMR (Castéhal, 2008).
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Infine, sebbene sia noto che I'artemisinina manicgrdppi cromofori, essa puo essere
derivatizzata con idrossido di sodio e trasforniatana molecola (Q260) che assorbe agli
UV e quindi analizzata mediante HPLC (Snethal.,1997; Chengt al.,2004).

BIOSINTESI DELL’ARTEMISININA

| terpenoidi si formano a partire da due precurdasopentenil pirofosfato (IPP¢ il suo
isomero dimetilallil pirofosfato (DMAPP)Le piante superiori hanno due diverse vie
biosintetiche di formazione dell'IPP: gathway citosolico del mevalonato e jathway
mevalonato-indipendente localizzato nei plastidi. gniterpeni isopentenil pirofosfato e
dimetilallil difosfato condensandosi danno origiak geranil difosfato (GPP). Il GPP
possiede un gruppo allilico fosfato attivo in gradioreagire con una nuova molecola di
IPP per dare il farnesil pirofosfato, con tre unigopreniche (C5). Il precursore
dell'artemisinina & I'amorfa-4,11-diene, che deridal farnesil pirofosfato, mediante
ciclizzazione; la reazione é catalizzata detiorfa-4,11-diene sintashnche se la struttura
dell'artemisinina e stata scoperta nel 1979, ileggsponsabile del primo ste@riorfa 4-
11-diene sintasié stato isolato solo nel 1999 (Bouwmeesterl, 1999). Il secondo
enzimaCYP71AV1citocromo P450 monoossigenasistato isolato da tricomi ghiandolari
di A. annua(Teohet al, 2006). Si tratta di un citocromo P450 multiflorele NADPH
dipendente, che catalizza ossidazioni multipldjzaando uncitocromo P450 reduttasi
(CPR, dall'amorfadiene all'alcol artemisinico (idroksiione), dall’alcol all'aldeide
artemisinina e infine dall’aldeide all'acido artesmico (Fig. 9) (Berteaet al, 2005;
Covelloet al.,2007; Zhangpt al, 2008).

La riduzione del doppio legame dell1(13) dell’'aldeide artemisinica a acido
diidroartemisinico e catalizzato dall’enziralleide artemisinina11(13) reduttas{Dbr2)
(Zhanget al., 2008).

Rimane ancora non chiarita la parte finale dellasioitesi dall’acido artemisinico
all'artemisinina, poiché non sono stati ancora ttarazati gli enzimi coinvolti. Una via
alternativa propone che l'artemisinina derivi datido diidroartemisinico attraverso una
serie di reazioni non enzimatiche. Brown ha sviatpplo schema in figura 10 per la
conversione ossigeno-dipendente a artemisininawBre Sy, 2004). Il keto-enol puo
essere formato dall’acido diidrossiartemisinic@prasenza di un singoletto ossigenico, che
puo derivare dall’assorbimento di UV o di luce ki o dal perossido di idrogeno;
I'intermedio € l'idroperossido allilico terziaridJn secondo perossido viene formato in

presenza di un tripletto ossigenico, segue la farome di un perossido acetile e un gruppo
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acetile lattone, con la formazione dell'artemis@irattraverso reazioni spontanee non
catalizzate da enzimi (Covello, 2008).
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Fig. 9. Biosintesi dell’artemisinina (Teat al, 2006).
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Fig. 10. Possibile ossidazione non enzimatica ddradirtemisinina a artemisinina: 3a.

acido diidroartemisinico, 8. idroperossido allilitarziario, 7a. keto-enol, 9. idroperossido,
1. artemisinina. (Covello, 2008).
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SINTESI CHIMICA DELL’ARTEMISININA

Il primo tentativo di sintesi dell'artemisinina sbbe grazie a Schmid e Hofheinz (1983)
che convertirono la molecola di (-)-isopulegol itemisinina in 13 passaggi con una resa
finale del 5%. Un’alternativa e quella di ottenBagtemisinina a partire dai suoi precursori
biosintetici. Tra questi compare I'acido artemisoiche € 8-10 volte piu abbondante della
stessa artemisinina (Haynes e Vonwjlled991). Recentemente un analogo
dellartemisinina OZ 277 é stato sintetizzato e wasun’attivita antimalarica
(Vennerstronet al, 2004).

L’artemisinina ottenuta per sintesi chimica riclgedosti elevati, sebbene sia difficile
determinare il costo di una molecola la cui prodoei richieda vari passaggi.
L’artemisinina ottenuta a partire da monoterpgr@nene viene, ad esempio, venduta al
prezzo finale di circa 100 $/kg che risulta pocataggioso soprattutto per i paesi in via di

sviluppo (Covello, 2008).

PRODUZIONE BIOTECNOLOGICA DELL'ARTEMISININA MEDIANT E
INGEGNERIA METABOLICA

Le attuali fonti commerciali di artemisinina sor@giante cresciute in campo che come é
noto, sono soggette alle variazioni stagionali e@assibili attacchi di patogeni, funghi,
batteri e insetti, che potrebbero alterare la hiesi del principio attivo (Klayman, 1985).
La produzione dell'artemisinina € ancora notevolteerostosa, vista la scarsa quantita di
molecola presente nella pianta (la sua quantitiza e 0.01-0,8% di peso secco; (Abein
al., 2003), il periodo piuttosto limitato della suagenza. Per questi motivi, Sono numerosi
i gruppi di ricerca il cui principale obiettivo éigllo di aumentare il contenuio plantadi
artemisinina utilizzando vari approcci conteeeding tradizionale e/o biotecnologie
innovative.

Gruppi di ricerca, finanziati da importanti fondazi come Bill and Melinda Gates
Fundation, stanno portando avanti ricerche per ateme la disponibilita di artemisinina
nel mondo. Tra questi I'Universita di York (UK), @® si sta studiando il breeding
tradizionale diArtemisia annual. e il miglioramento genetico con tecniche molado
(Delabayset al., 2001).

Un approccio di ingegneria metabolica mira ad auarenla produzione di artemisinina
andando ad agire sui geni codificanti per enzirfateori di trascrizione, che regolano la
via biosintetica dell’artemisinina. Grazie all'ingygeria genetica possono essere utilizzati

vettori per la trasformazione derivati dai plasmrmdturali di due specie digrobacterium:
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rhizogenes tumefaciensll gruppo di Han ha ottimizzato il sistema di t@shazione inA.
annua mediata daA. tumefaciensottenendo un’alta efficienza di trasformazioneom
un’ottima rigenerazione di piante di artemisia (H#mal, 2005).

In piante transgeniche di artemisia, trasformate Agrobacterium tumefacieng stato
overespresso I'enzinfarnesil pirofosfato sintagiFPS che catalizza la reazione tra IPP e
GPP per formare farnesil pirofosfato. Le piant@sggeniche mostravano un incremento di
artemisinina di 2-3 volte rispetto alle non tragmgke (Haret al,, 2006).

L’effetto del gene delisopentenil transferas{ipt) sulle caratteristiche fisiologiche e
biochimiche e stato indagato Mrtemisia annuada Geng (2001). L'overespressione di
guesto gene aumentava il livello di citochinine lanepianta. E’ stata trovata una
correlazione positiva tra citochinine, clorofilla @&temisinina, infatti I'artemisinina
aumentava del 20-30% in piante transgenichee{sd,2001).

Anche altre piante potrebbero essere utilizzatdgeroduzione di artemisinina, come la
cicoria Cichorium intybus, Asteracepehe appartiene alla stessa famiglia detémisia
annua e produce dei sesquiterpeni lattoni. E' statavaila la presenza in cicoria
dell’'attivita di amorfa diene ossidasi’espressione delimorfa diene sintaspotrebbe
portare alla formazione acido artemisininico chieagerso una sintesi chimica potrebbe
essere convertito in artemisinina (De Krageal.,2003).

Poiché I'estrazione da tessuti vegetali, ancheliquasformati, da basse rese di terpenoidi,
alcuni ricercatori hanno studiato un metodo altévoaper produrre tali composti in un
ospite microbico, poiché potrebbe essere una vi@atiuzione su larga scala e con costi
contenuti. Il lievito Saccharomyces cerevisiae stato ingenerizzato per produrre acido
artemisininico, in tre fasi: a) espressione initi@wella via del mevalonato, b) espressione
in lievito del geneamorfa diene sintagsolato da artemisia, c) espressione del citocromo
P450 che determina I'ossidazione a tre step alliéard, 11-diene, fino alla produzione di
acido artemisinico. L’'acido artemisinico prodottoS. cerevisiagecuperato nel substrato
di coltura, viene poi convertito, in seguito ad wsemi-sintesi, in artemisinina (R al.,
2006). Martin e collaboratori sono riusciti a ingegzzareEscherichia coliper il gene
amorfa diene sintasi e far esprimere in battepathwaydel mevalonato proveniente da
Saccharomyces cerevisiagttenendo cosi acido artemisinico, che attraverss sintesi
chimica viene convertito in artemisinilelartin et al.,2003) (Tab. 2).

L’'universita di Berkeley in collaborazione con Hustria farmaceutica Sanofi-Aventis ha
prodotto artemisinina semisintetica ottenuta datiospcrobici. Con il recente clonaggio

del genealdeide artemisinica 11(13) reduttase stato possibile produrre in lieviti acido
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diidroartemisinico che puo essere convertito chamiente in artemisinina (Zhargg al.,
2008).
E evidente perd che con la manipolazione geneiimaa sono stati ottenuti solo alcuni

precursori dell’artemisinina.

Tab. 2. Produzione artemisinina in ospiti biolog{covello 2008).

Riological hos Starting material or miermediste for chermcal Reference Comuomens
symthesis
Hone Manoterpen=s Schmid and Hofhisinz, 1983 Eapemstve; low yisldy m 8 steps
E. mli Amarphadiene { ) hlartm =t 2l 2003 High hicymithetic yiekls; =3 chemicl steps
Tohacco Amarphadiens | 4) Wi =t al 2006 Lo yild
E. mili Artemisinic add (2] Chang =t al, 2007 Efficient cytochmome PA50 expression s 2 challeng=
Yzt Artemisitic aod (2) Ko et 2], 20k High wi=lds
Yeasi Thloyed roarbemes mac aod {3a) Thamg =t al . 2008 Yiskds not optimized, simple chemastry
Chicory Artermisinic add {2 jid ihydroarenssmic acid (Xa) ttpfwwrwdafra be In progress
A. annue hairy roots Hane Towler & al, 2007 Lowr yislds
A smm None Delabays ot al, 2001 LSS 50 1600/ kg; expemtve mm peed 10 other malina

Per aiutare concretamente i paesi colpiti dallaaneabisognerebbe aumentare il contenuto
del principio attivain planta Attualmente si stanno testando le proprieta sraphe della
tisana fatta con le foglie déiftemisiaannuaAnamed, un ibrido déArtemisia annuache
puo crescere ai tropici. E importante utilizzaesttatto da foglie di artemisia perché esso
contiene altre sostanze come i flavonoidi che poéeo I'azione tossica dell’artemisinina
nei confronti dePlasmodium falciparum.

La Mediplant in Svizzera ha brevettato un incrodé’artemisia, Artemis, un ibrido tra i
cloni cinesi e vietnamiti, che produce artemisinp& una resa dell’'1% del peso secco.
Questo clone é caratterizzato da una tarda fiariad € disponibile per i paesi tropicali
(Ferreiraet al, 2005).

COLTURE IN VITRO

Con il termine di “colturain vitro di cellule o tessuti vegetali” si indica l'insient
procedure e tecnologie atte alla introduzione giagi vegetali in condizioni di sterilita,
su substrati nutritivi appositamente formulati embiente controllato per luce (intensita e
qualita), fotoperiodo e temperatura, allo scopcstitnolare e controllare i fenomeni di
differenziazione, moltiplicazione e morfogenesiwele.

Il principio su cui si basa la coltura vitro € la totipotenza delle cellule vegetali, queste
ultime hanno la capacita di moltiplicarsi indefamntente oppure possono riprendere |l
processo differenziativo fino a formare un nuovalividuo completo attraverso un

processo di rigenerazione (Vasil e Hildebrandt,5)96
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Cellule isolate da organi o tessuti della piantsspoo essere indotte a crescere e a
proliferare se poste in opportune condizioni amiaikkmigenerando organi o piante intere
con caratteristiche genetiche esattamente uguglietle della pianta madre. Gli espianti
colturali possono essere costituiti da una svagarama di organi (quali gemme, antere,
ovari ed altre strutture fiorali), di tessuti (patitradici, di foglie, di fusto), di embrioni o di
parti embrionali. Per poter allestire una coltimavitro bisogna scegliere un adeguato
terreno di coltura, che simula vitro le condizioni nutrizionali delle cellule all'inteo
dell’'organismo integro. Si tratta di una soluzioaequosa in cui sono disciolti i sal
minerali (micro e macroelementi), vitamine (tiamib#tina, mio-inositolo, biotina, acido

nicotinico, glicina e riboflavina) e una sorgentearbonio organico.

In condizioni di eterotrofia o di mixotrofia (tigie della colturan vitro) € necessario
aggiungere al substrato di coltura anche uno eaiboidrati, affinché forniscano I'energia
e il carbonio necessario ai processi di moltiphcag cellulare e morfogenesi. |l
carboidrato di gran lunga piu utilizzato e il saos#o; piu di rado trovano impiego
fruttosio, glucosio e mannitolo. | fitoregolatorior® composti organici capaci di
controllare i processi fisiologici, la crescita deggani e lo sviluppo della piantay vitro
possono essere impiegati ormoni naturali oppusendesi. Gli ormoni utilizzati sono tra le
auxine l'acido 2,4-diclorofenossiacetico (2,4-Dpcldo naftalenacetico (NAA) e acido
indol-3-butirrico (IBA); tra le citochinine, la beidaminopurina (6-BAP), la kinetina e il
thidiazuron. Altre sostanze ormonali di impiego piccasionale sono l'acido abscissico
(ABA) e l'acido gibberellico (GA).

Si possono utilizzare sia substrati liquidi sia satdi, ottenuti aggiungendo sostanze
gelificanti; come I'agar e il gelrite (o phytagel).

In pratica, I'allestimento di una coltuna vitro si realizza a partire da frammenti di tessuti
vegetali, previa sterilizzazione, messi in coltataterreno di crescita, solido o liquido e
incubati in condizioni ambientali controllate (ly¢emperatura e umidita).

La micropropagazione consiste nella propagazionezipeagamica di genotipi selezionati
(di piante arboree, floricole ed ortive) in condizi di sterilita, allo scopo di ottenere una
rapida moltiplicazione di un singolo espianto. Lature possono prendere avvio per
moltiplicazione dei germogli ascellari o avventizi.

Le colture cellulari in sospensione sono un tipaaliura vegetalén vitro in substrato

liquido e in costante agitazione, che permetteistriduire uniformemente tutti i nutrienti
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in maniera omogenea e fornire un’ottima aeraziardgcellule, senza farle depositare sul
fondo del contenitore.
Le colturein vitro offrono la possibilita di utilizzare le cellule getali come “bio-

fabbriche”, per la produzione industriale di melabweegetali.

COLTURE IN VITRO PER LA PRODUZIONE DI METABOLITI SECONDARI

Le piante producono una serie numerosa ed eteragkm®mposti organici che non hanno
una diretta funzione nei processi di crescita eswiuppo; queste sostanze vengono
chiamate metaboliti secondari. A differenza deiabetiti primari, i prodotti secondari non
prendono parte ai processi di assimilazione, rasmne, trasporto e differenziamento,
essenziali per la vita di un organismo vegetale.ltiMdei prodotti secondari hanno
un'importante funzione ecologica, un ruolo di dafe®ntro I'attacco di erbivori, in virtu
delle loro frequenti caratteristiche irritanti, soczhe o repellenti, oppure contrastano
I'attacco di microrganismi patogeni. D’altra pardeno responsabili dei colori e dei
profumi dei fiori necessari ad attirare gli inséttpollinatori; dei sapori gradevoli dei frutti
necessari per attirare gli animali responsabiliaddiffusione dei semi. Le coltuia vitro
rappresentano per questo una valida alternativlageoduzione di metaboliti.

| metaboliti secondari sono raggruppati in variassl, suddivise in genere su base
chimico-organica e biosintetica. Tra di essi trovia alcaloidi, fenoli e terpeni. In questo
capitolo saranno trattati nello specifico solorptmni, vista I'appartenenza dell’artemisinina

a questa classe di composti.

| TERPENI
| terpeni (o terpenoidi) sono sostanze formate mlanita di base a 5 atomi di carbonio

ramificati (isoprene), come illustrato dalla Fid.. 1

CH 5

A Ay
HC”  c7”
H

Fig. 11. Scheletro carbonioso dell'isoprene.

| terpeni sono probabilmente il gruppo piu vastgutidotti naturali delle piante e non si
possono considerare dei veri e propri prodotti sdad, perché rivestono ruoli metabolici
di notevole importanza. E il caso dellisopenteniirofosfato e del dimetilallile

pirofosfato, che fanno parte della catena latedelée citochinine; del fitolo, componente
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essenziale per la funzione fotosintetica delladfiba; o ancora dell'acido abscissico e
delle gibberelline, ormoni che fanno parte interateedi questo gruppo. Un criterio di
suddivisione si basa sul numero di atomi di C, sdooil quale essi appartengono al
sottogruppo:

emiterpeni (C5) di cui fanno parte I'isopenteralé dimetilallile pirofosfato;

monoterpeni (C10) molto diffusi nelle piante sue e dotati spesso di un forte odore.
Costituiscono gli olii essenziali, secreti da paotari tessuti, di molte specie, ad esempio il
geranil pirofosfato;

sesquiterpeni (C15), gruppo numericamente picorio natura, tra questi si trovano
spesso componenti degli olii essenziali, in questgpo rientrano I'acido abscissico e
I'artemisinina;

diterpeni (C20), gruppo esiguo rappresentato mlacentinaio di molecole tra cui Si
possono ritrovare le gibberelline e il fitolo;

triterpeni (C30) e loro derivati, gruppo ricco @dmposti; tra i derivati dei triterpeni
ciclici si trovano anche i derivati degli sterotime le saponine;

tetraterpeni (C40) gruppo costituito solo dainpanti carotenoidici; fanno parte di
questo gruppo B-carotene, la luteina e la violaxantina.

politerpeni sono costituiti da una lunga catemaumita isopreniche; fanno parte di

questo gruppo la gomma e la guttaperca.

L'impiego delle colture di cellule e tessuti vedeta vitro costituisce un sistema di
produzione efficiente, poiché permette di svincgildiai fattori limitanti che condizionano
la produzione della materia prima in campo (vadaeclimatiche, somatiche e problemi di
infestazioni). Le colturen vitro permettono di ovviare al problema della produzjana
anche quello dovuto alla stagionalita. Possondrmalffrire la possibilita di incrementare i
livelli di sintesi o di biosintetizzare metaboltion prodotti normalmente dalla pianta.
Molti di questi composti trovano impiego nell'indua alimentare, cosmetica e
farmaceutica. Per questo le colture cellulari poesmppresentare delle “fabbriche” di
sostanze come integratori alimentari, additivi,. e(®carpaet al, 2009).

Sono numerosi gli esempi di colture cellulari dltesper la produzionen vitro di
metaboliti secondari come sostanze coloranti perddistria alimentare o sostanze

farmacologicamente attive (Smetanska, 2008).
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COLTURE IN VITRO PER LA PRODUZIONE DI ARTEMISININA

| primi risultati riportati in letteratura sull’'dizzo di colturein vitro di artemisia per la
produzione di artemisinina hanno evidenziato laessita di un certo grado di
differenziamento. Paniego e Giulietti, nel 1996nrwanno ritrovato artemisinina nelle
sospensioni cellulari e solo tracce nelle colturgetmogli. D’altra parte, nei germogli di
artemisia e stato ritrovato un livello, seppur mmaj di artemisinina (Woerdenbag al.,
1993). In altri studi e stata valutata la posdibitili incrementare i livelli di artemisinina
modificando alcune condizioni fisiche e chimicheodiiicando il mezzo di coltura,
utilizzando diversi tipi di ormoni vegetali qualicido naftalenacetico (NAA),
bezilaminopurina (BAP), kinetina, acido 2,4 diclossiacetico (2,4 D), o la
gibberellina (GA); aggiungendo alcuni elicitori come la casein@lideata (Weatherst
al., 2005; Whipkeyet al, 1992; Woerdenbagt al, 1993). Tuttavia gli incrementi di
produzione ottenuti in queste coltumnevitro sono risultati sempre limitati.

In un lavoro recente e stata analizzata la cori@laz tra zuccheri e produzione di
artemisinina in colture di germogli. Sostituendgliicosio al saccarosio € stato ottenuto un
forte aumento di artemisinina, pari al 200% (Wanyeeathers, 2007).

Le colture di radici detteHairy roots sono un’alternativa alle colture cellulari per la
produzione di metaboliti secondari. Si ottengoncamite trasformazione con
Agrobacterium rhizogenegossono essere manipolate geneticamente per tarmda
produzione di metaboliti secondari, poiché sondiktagyeneticamente e infine sono
caratterizzate da crescita elevata. Differenti tipbioreattori sono stati utilizzati per la
coltura dihairy rootsdi artemisia quali ibubble columninner loop air-lift e mist reactor
(Liu et al. 1998).

Numerosi studi sono stati condotti per ottimizzéecondizioni di crescita di queste
colture in funzione della produzione di artemisaiguali: la composizione del mezzo di
coltura e gli effetti della radiazione luminosa Let al., 2002; Wanget al, 2001;
Weatherst al.,2004).

Le colture hairy roots cresciute in bioreattore, sono state utilizzate @ementare la
produzione di artemisinina mediante trattamento coetil jasmonato, ottenendo un
aumento di 5 volte rispetto al controllo (Puta&itral, 2007).

Souret e collaboratori nel 2003 hanno messo a eptdrcolture dhairy rootscresciute sia
in beute sia in due tipi di bioreattore: wamst reactore unbubble column reactorLe
colture inmist reactorhanno mostrato una maggior produzione di arteimigirispetto al

bubble column reactor
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In generale, nonostante i diversi studi condogtisiemiin vitro finora utilizzati non hanno

permesso di ottenere una produzione di artemisggoaomicamente vantaggiosa.
In questo lavoro di tesi, sono stati allestiti dsretipi di colture cellulari diArtemisia

annuaal fine di individuare il sistema piu idoneo giieoduzionein vitro di artemisinina e

di indagare sulla regolazione della via biosintetic questo metabolita.
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MATERIALI E METODI
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INDUZIONE DELLE COLTURE DI CALLO

Materiale di partenza
Il callo & stato indotto da porzioni di foglie diapte di Artemisia annualL. (ecotipo
Pericles) allevate in vaso e da piante dellibriddemis, previa sterilizzazione del
materiale.
La sterilizzazione della parte aerea della piantéxgxe:
= Javaggio con acqua e Tween 20 (Sigma-Aldrich Capon, St. Louis, MO, USA),
in agitazione;
» trasferimento in una soluzione di ipoclorito di dommerciale diluito 1:5 per
20’;
= tre lavaggi con acqua sterile;
= eliminazione dalle foglie dell'acqua in eccessodrarte carta da filtro;
» frammentazione delle foglie con bisturi.
| frammenti di foglie sono stati poi messi in co#tsu piastre Petri del diametro di 5 cm
Bibby Sterilin (LD Stone Staffs, UK), contenenti orezzo per I'induzione del callo.

Terreno di coltura

Per la preparazione del terreno di coltura son stalti in acqua distillata (milli Q) 4,4
g/L di una preparazione commerciale di sali mindvi® (Murashige e Skoog, 1962) con
vitamine incluse (Duchefa, Haarlem, Olanda) (Tgb.€3stato aggiunto saccarosio, come
fonte di carbonio esogena, alla concentrazioneddy/B. Il tutto & stato portato a pH 5,7.
Per il terreno solido, infine, e stato aggiuntoradant agar, Duchefa, Haarlem, Olanda),
8 g/L prima della sterilizzazione in autoclave %2 per 20 minuti.

| fitoregolatori utilizzati sono stati: NAA (acidmaftalenacetico, Duchefa, Haarlem,
Olanda), 6-BAP (6-benzilaminopurina, Duchefa, HaxarlOlanda) e 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenossiacetico, Sigma-Aldrich Corporation, Souis, MO, USA) e sono prelevati
da soluzioni stock (1 mg/mL) tenute a 4°C. | figotatori, dopo essere stati
preventivamente sterilizzati per filtrazione con fitro di nylon (Millipore) con pori di

0,22 um di diametro, sono stati aggiunti dopo d¢giltzazione del terreno in autoclave.
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Inizialmente il callo & stato indotto su un terrel@1 addizionato con NAA (0,5 mg/L)
come auxina in combinazione con la citochinina 6PB@,05 mg/L); successivamente, al
fine di determinare I'influenza dei fitoregolatatilla produzione di callo, e stato utilizzato
un Broad Spectrundi combinazioni ormonali utilizzando 2,4-D o NAA e auxine (a
pari concentrazioni molari) e 6-BAP come citochan{ffab. 4 e 5).

Infine il terreno é stato dispensato, in condizidnsterilita, in piastre Petri, diametro 9,5
cm (Bibby Sterilin, LD Stone Staffs, UK), dispendarcirca 25 mL per piastra.

Tab. 3. Composizione chimica del terreno di coltdtaashige e Skoog (MS).

MS (Murashige e Skoog)
Microelementi Concentrazione mg/L
CoCI26H20 0,025
CuS045H20 0,025

FeNaEDTA 36,70
H3BO3 6,2
Kl 0,83
MnSO4H20 16,9
Na2MOO42H20 0,25
ZnS047H20 8,6
Macroelementi Concentrazione mg/L
CaCl2 332,2
KH2PO4 170
KNO3 1900
MgSO4 180,7
NH4NO3 1650
Vitamine Concentrazione mg/L
Glicina 2
Mio-inositolo 100
Acido nicotinico 0,5
Piridossina HCI 0,5
Tiamina HCI 0,1
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Condizioni di crescita

Il materiale vegetale utilizzato negli esperimeatistato mantenuto nelle condizioni

ambientali della camera di crescita, ad una tenpexali 25+2°C, con un fotoperiodo di

16 ore, con un’irradianza di 125 pmolem-2es-1, ftandai tubi fluorescenti del tipo
coolwhite (Osram L36W/12-950, Lumiluxe de Luxe).

| trasferimenti dei calli sono stati effettuati @aondizioni di sterilita, sotto una cappa a

flusso laminare Steril Helios (Tecnomed s.a.s, &asdtalia).

Tab. 4.Broad Spectrundei fitoregolatori 2,4D e BAP espressi in mg/L.

2,4D
BAP 0 0,1 0,25 0,5 1 1,5 2
0 Al Bl C1l D1 El F1 Gl
0,01 A2 B2 C2 D2 E2 F2 G2
0,025 A3 B3 C3 D3 E3 F3 G3
0,05 A4 B4 C4 D4 E4 F4 G4
0,1 A5 B5 C5 D5 ES F5 G5
0,15 A6 B6 Co6 D6 E6 F6 G6
0,2 A7 B7 Cc7 D7 E7 F7 G7
Tab. 5.Broad Spectrundei fitoregolatori NAA e BAP espressi in mg/L.
NAA
Bk 0 0,083 0,2 0,41 0,83 1,25 1,67
0 H8 18 L8 M8 N8 o8 P8
0,01 H9 19 L9 M9 N9 09 P9
0,025 H10 110 L10 M10 N10 010 P10
0,05 H11 111 L11 M11 N11 011 P11
0,1 H12 112 L12 M12 N12 012 P12
0,15 H13 113 L13 M13 N13 013 P13
0,2 H14 114 L14 M14 N14 014 P14
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INDUZIONE DELLE COLTURE CELLULARI IN SOSPENSIONE

Materiale di partenza e terreno di coltura

Per allestire la sospensione sono state fatte paoe di induzione con calli cresciuti su
diversi terreni deBroad Spectruned infine sono stati scelti quelli cresciuti sue¢eo G6
per la loro migliore consistenza.

Le colture cellulari diArtemisia annuasono state ottenute mediante trasferimento di
porzioni di calli singoli cresciuti su terreno GBrfig/L di 2,4D e 0,15 mg/L di BAP) (Tab.
4) in piccoli volumi (5-10) sempre di terreno G6 hruido, in beute Erlenmeyer da 100
mL preventivamente sterilizzate. Successivamerg&i® aggiunto terreno ogni 5 giorni,
fino a raggiungere il volume di 25 mL. Da questapemsione sono stati prelevati 5 mL
successivamente risospesi in un volume finale dinkO Le colture sono state mantenute
rinnovando il terreno di coltura ogni 35 giorni cudando 15 mL di volume cellulare in 85

mL di terreno fresco G6 in beute Erlenmeyer darBQ0

Condizioni di crescita
Le beute sono state poste su un agitatore orbgalD5 rpm a 25+2°C, sotto luce

fluorescente bianca continua (12%ol/n? sec).

Curva di crescita delle cellule in sospensione

La crescita delle cellule in coltura e stata valutaisurando il volume cellulare impaccato,
nel tempo. Ad intervalli regolari (ogni 5 giorni) €ato valutato il volume cellulare
impaccato sottoponendo le cellule a centrifugaz@@®0 g per 10 minuti (Megafuge 1,0
Heraeus Sepatech) in tubi graduati. | dati racqati cinque settimane e sono stati inseriti
in un grafico (curva di crescita).

La vitalita delle cellule e stata valutata attraeela colorazione con fluoresceina diacetato
(Wildhom, 1972).

Per la determinazione del peso le colture sone §tatte su filtri nylon di 3Qum e subito
congelati in azoto liquido, infine liofilizzatevernight (Feezone 2.5, Labconco, Kansas
City, MO, USA).
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TRATTAMENTO DELLE CELLULE IN SOSPENSIONE CON ELICIT ORI E
INIBITORI

Per il trattamento con metil jasmonato (MeJA) (SagAldrich Corporation, St Louis, MO,
USA) questo e stato aggiunto al terreno di coltB6aalla concentrazione finale di 2.
Cellule al 15° giorno di subcoltura (25 mL) sonatst incubate con il mezzo G6
contenente il metil jasmonato per diversi tempi:n3@, 1h, 2h, 4h, 24h, 48h e 5 giorni.
Come controllo é stato utilizzato un ugual volumealvente (etanolo 95%).

Il miconazolo (Sigma-Aldrich Corporation, St Louid)O, USA) é stato disciolto in
DMSO (Dimetilsolfossido) e questo e stato aggiuatoterreno di coltura G6 a una
concentrazione finale di 10, 100 e 2@d. Gli intervalli di tempo utilizzati nel trattamém
con miconazolo sono stati: 30 min, 1h, 2h, 4h, 248h e 5 giorni. Il controllo é
rappresentato dal volume equivalente di solvend3D).

Le cellule in sospensione sono state inoltre alieicon estratti fungini qualAlternaria
radicinia, Fusarium oxysporum, Fusarium acimunatukiternaria alternata, Verticilium
dahliae, Penicillium verrucosuntrrammenti di ogni fungo sono stati autoclavati?@ °C
per 20 minuti a 1 atm e poi omogenenizzati con aaquli Q sterile fino ad ottenere una
concentrazione di 1 mg/mL. Ogni estratto fungirgiato aggiunto al terreno di coltura G6
alla concentrazione di 1%, 5%, 10 %. Cellule al gkfrno di subcoltura (25 mL) sono
state incubate con il mezzo G6 contenente le waneentrazioni dell’estratto fungino per
diversi tempi: 5 e 9 giorni. Come controllo é statiéizzata acqua sterile milli Q in volume
equivalente all'estratto.

MICROPROPAGAZIONE DEI GERMOGLI

Materiale di partenza

Dalle foglie sterilizzate per ottenere callo su¢ap MC1 si sono sviluppati anche piccoli
germogli ( NAA 1,25 mg/L e BAP 0,15 mg/L), grazikagoresenza di gemme ascellari. Un
germoglio (micro-talea) e stato prelevato e, inmente, trasferito per la subcoltura sullo
stesso terreno di crescita dei calli MC1 in un eartore vitrobox (Duchefa, Biochemie

B.V, Olanda). Dopo circa 20 giorni, lo stesso écsteasferito su un terreno specifico per la
micropropagazione MM (0,05 mg/L, BAP 0,5 mg/L). ogirca un mese il germoglio che

aveva sviluppato altri germogli dalle gemme ascdeliatato propagato in diversi vitrobox.

Le successive subculture sono fatte ogni 30 giorni.
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Inoltre,con lo stesso protocollo, sono state oteemiantine micropropagato éirtemisia

annuadella cultivar Artemis.

Terreno di coltura

Il mezzo di micropropagazione utilizzato per traséei germogli provenienti da terreno
MC1, denominato MM (Mezzo di Moltiplicazione) e w&tadispensato in vitrobox. |
trasferimenti, ad intervalli di 30 giorni, sono tstaseguiti sullo stesso mezzo di
micropropagazione (Tab. 6).

| diversi terreni di coltura per la micropropagamaosono stati preparati utilizzando sempre

il terreno di coltura MS come descritto in precedieper i calli.

Tab. 6. Composizione dei terreni di micropropagagio

Mezzo Sali Vitamine | Saccarosiq Fitoregolatori | Agar pH
minerali (g/L) (mg/L) g/L
NAA | BAP
MC1 MS MS 30 1,25 0,15 7 5.7
MM MS MS 30 0,05 0,5 7 5,7

Condizione di crescita

Il materiale vegetale micropropagato e stato mattenelle condizioni ambientali della
camera di crescita, ad una temperatura di 25+28@, un fotoperiodo di 16 ore, con
un’irradianza di 125 pmol-m-2-s-1, fornita dai tflborescenti del tipo coolwhite (Osram
L36W/12-950, Lumiluxe de Luxe).

VALUTAZIONE DEL CONTENUTO DI ARTEMISININA

Sono state prelevate le cellule in sospensionejgardi calli e foglie da piantina vitro
(micropropagate) e in vaso, per procedere all'egiree dell’artemisinina. Le cellule in
sospensione sono state filtrate con un filtro donyda 30um e le cellule e il mezzo di
coltura sono stati conservati in tubi graduati @antl. (Corning, Lowell, USA) e posti in
azoto liqguido e mantenuti a -80°C. Anche i germagicropropagati e i calli sono stati
raffreddati in azoto liquido e quindi conservati&®°C. Tutti i campioni (cellule, calli e
piantine) sono stati preventivamente liofilizza¢il hofilizzatore (Feezone 2.5, Labconco,
Kansas City, MO, USA) per 24 ore prima di esseiaiarati. Per ogni campione 50 mg di
peso secco sono stati estratti con 4 mL di n-esaptp agitazione per 16 ore e

successivamente le vials sono state poste nel ttagaeultrasuoni per 15 minuti a
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temperatura ambiente (L&R SweepZone TechnologytoTilcontenuto delle vials é stato
centrifugato a 4000 g per 10 minuti. E stato praevtutto 'esano e trasferito in un
pallone di vetro. Sono stati aggiunti 2 mL di n+esal campione e poi e stato centrifugato
a 4000 g per 10 minuti, 'esano estratto & stakigoel pallone di vetro. L’estratto esanico
e stato seccato mediante sottovuoto in Rotavapdr @B-ML, Janke & Kunkel IKA
Labortechnik, Staufen, Germania).

Il terreno di coltura é stato prima liofilizzatopei estratto seguendo la stessa procedura
utilizzata per le cellule.

Quindi il campione secco € stato ripreso con 1 meséno. Il residuo disciolto e stato
portato a secco allo Speedvac (SC 100, Savant, &arkBnnesota, USA). Per la
derivatizzazione pre-colonna il residuo é statosfeso in 10QL di etanolo assoluto,
sono stati poi aggiunti 200L di NaOH 60 mM. Il campione € stato posto in ugretto a
45 °C per 30 minuti. La reazione é stata arrestgtpungendo 200QL di acido acetico alla
concentrazione finale 62,5 mM.

Il campione, dopo esser stato centrifugato a 150@o essere iniettato in HPLC (Agilent
1100 Series HPLC), associata a una pre-colonnardGulrasphere ODS, Beckmann,
0.46 x 4.5 cm) e una colonna C18 Ultrasphere (Backm0.46 x 25 cm); la fase mobile
era cosi composta: metanolo: buffer sodio fosfapHar (55:45 v/v) con un flusso di 1
mL/ min a 35 °C e una lunghezza d'onda di 216 nmlpedeterminazione. Il volume
iniettato & stato di 2QL. Lo standard di artemisinina (Sigma-Aldrich Camtion, St.
Louis, MO, USA), é stato derivatizzato e opporturate diluito per poi essere utilizzato
per costruire la curva standard per la quantifmaeidell’artemisinina. Gli standard sono
stati preparati in metanolo in un range da 0,005@&/mL (Smithet al, 1997).

Tutti gli esperimenti sono stati ripetuti in tripbol € stata calcolata la media e la deviazione

standard.

COLORAZIONE DEI TERPENI

Il reagente NADI é stato utilizzato per localizzaterpeni in cellule in sospensione e nei
calli. Il colorante e stato preparato utilizzarmmaftolo (0.5 mL 1% v/v in 40% etanolo,
Sigma, St. Louis, MO, USA) e dimetilfenilenediamid&l (0.5 mL 1% v/v, Sigma, St.
Louis, MO, USA) in buffer sodio fosfato pH 7 (5 ndl0 mM) (David e Carde 1964). Le

cellule e i calli sono stati posti in tubi contetilhmL di colorante e subito utilizzati per la
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preparazione dei vetrini. Le osservazioni sonoesédtettuate utilizzando il microscopio

ottico invertito Leica (DM IRBE, Wetzlar, Germania)

DOCUMENTAZIONE MICROSCOPICA E FOTOGRAFICA

Le osservazioni al microscopio dei calli e delldlute di artemisia sono state eseguite
mediante l'ausilio di uno stereomicroscopio ZeiSte(ni SV11, Jena, Germania) e di un
microscopio ottico invertito Leica (DM IRBE, WetzJaermania).

Per la documentazione fotografica € stata usataalechina fotografica digitale Coolpix
995, Nikon (Tokio, Giappone).

ANALISI DELLA ESPRESSIONE GENICA

Estrazione del’RNA totale dalle cellule e piantine

Tutto il materiale utilizzato per l'estrazione GeNA € stato sottoposto ad opportuni
trattamenti per inattivare la ribonucleasi e gadranta massima sterilita; il materiale

plastico (puntali ed tubi graduati) e i mortai,asgelli e le spatole sono stati autoclavati a
120 °C e alla pressione di 1 atm per 40 min.

Per l'estrazione dellRNA e stato utilizzato il KBV Total RNA Isolation System”

(Promega, Milano, Italia), seguendo le istruziogli produttore.

Elettroforesi su gel di agarosio

L’elettroforesi su gel di agarosio consente la sggiane di molecole di DNA o RNA di
diverse dimensioni, sotto l'azione di un campo tets. || supporto utilizzato per la
separazione delle molecole é costituito da agardkigel di agarosio all'l% é stato
preparato sciogliendo a caldo 1 g di agarosio & 1L di tampone Tris-Acetato-EDTA
1X (TAE). A tale soluzione sono stati aggiungub di etidio bromuro (10 mg/mL). Il gel,
e stato inserito nell'apposita cella per elettrefir contenente il tampone TAE 1X,
collegata, attraverso dei cavetti, ad un alimengatlb corrente. | campioni di DNA e RNA
da analizzare sono stati caricati, dopo aver aggitmnessi il “Loading Buffer” e sottoposti
a una differenza di potenziale elettrico di 100ts.oAlla fine della corsa elettroforetica i
frammenti di DNA separati e le bande relative &l/Rribosomiale sono stati osservati sul
trans-illuminatore a luce UV. Le dimensioni dellande di RNA sono state determinate

per confronto con un marker di DNA: il “DNA Molear Weight Marker X”.
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Soluzioni:

Tampone TAE 50X

Tris 242 g
Acido Acetico Glaciale 57,1 mL
EDTAO0,5MpH 8 100 mL

Loading Buffer 6X

blu di bromofenolo 0,25%
xilene cianolo FF 0,25%
glicerolo 30%

Stima della concentrazione di RNA
La concentrazione del’RNA estratto é stata stimatdiante lettura spettrofotometrica
(Beckman DU-640 Spectrophotometer, Fullerton, C8AY alla lunghezza d’'onda di 260
nm (un valore di assorbanza 1 a 260 nm corrisp@l@na soluzione contenente 40
png/mL di RNA o DNA a singolo filamento) e a 280 ninpL di RNA sono stati diluiti in
95 uL di acqua distillata sterile, il bianco é statppeesentato da acqua distillata sterile. |l
valore di concentrazione del campione ¢ stato talwn base alla seguente formula:

D.O. (densita ottica) a 260nm x 40 x 100 (fattorelithizione) = concentrazione di
RNA in pg/mL.
Un rapporto tra DO260 e DO280 di 1,8-2, suggenswebuona qualita di RNA estratto.

Estrazione di DNA
I DNA dalle piantine e cellule é stato estratta ¢bkit “DNeasy Plant Mini kit” (Qiagen,
Milano, Italia), secondo le istruzioni del produ&o
Per stimare la quantita del DNA |dL in 100 yL sono stati letti allo spettrofotometro
(Beckman DU-640 SpectrophotometeFullerton, CA, USA). Per la stima della
concentrazione del DNA si procede in maniera identlla quantificazione del’RNA
(vedi Stima della concentrazione di RNA).

D.O. (densita ottica) a 260nm x 50 x 100 (fattorelithizione) = concentrazione di
DNA in pg/mL.
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Reverse Transcription-PCR
Per l'analisi semi-quantitativa dell’espressioneniga 1 pg di RNA totale é stato
retroscritto con il sistema “ImProm-Il Reverse Tgamption System” (Promega, Milano

Italia) allo scopo di ottenere il cDNA, corrispomde utilizzando esameri come innesco.

L’amplificazione é stata condotta in un “thermo@ytIPersonal-one (EuroClone, Milano,
Italia) che é stato programmato in modo da eseglairg8 a 35 cicli a seconda dei primer
utilizzati, usando la ReadyMix Taq PCR Reaction MiBigma, St. Louis, MO, USA).
Ogni ciclo prevedeva:

la denaturazione a 94 °C per 30 sec;

'appaiamento a 54 °C per 30 sec;

la sintesi del DNA a 72 °C per 1 min.
| primer utilizzati sono stati disegnati sulla baala sequenza nucleotidica dei geni che
codificano per: enzimamorfa diene sintas(ADS, citocromo P450 monoossigenasi
(CYP71AV), citocromo P450 reduttas{CPR), aldeide artemisinicadl11(13) reduttasi
(Dbr2) e ubiquitina (UBQ). Tutti i primer, indicati nella tabella 7, sontats acquistati
dalla PRIMM Srl (Milano, Italia). Il gene dell'ubidtina di artemisia e stato utilizzato
come riferimento interno, in quanto nota la suaespone € costitutiva. Per il controllo

negativo e stata incubata la mix per la PCR seggaagere il DNA stampo.

Tab. 7. Sequenze dei primer e gerget utilizzati per I'analisi semi-quantitativideverse

TransciptionPCR.
Gene target Primer Sequenza Referenze
ADSfor 5- CATTACTGGCGGTGCTAAC- 3
ADS Merckeet al, 2000
ADSrev 5- GTATTCGTCTCCCATACGT -3
CYP71AVl1for 5-GCAAACTGGTGGTTTTGATG-3
CYP71AV1 Teohet al, 2006
CYP71AV1lrev 5-GCAGAACCAAGGGTAGTG-3
DBR2a 5-CTTGGGTTACAAGCTGTGGCTCAAG-3’
DBR2 Zhanget al.,2008
DBR2b 5-ATATAATCAAAACTAGAGGAGTGACC-3’
PR CPRF 5-GGAGTCTACGTTGAGAATC-3 GenBank Acc. nr.
CPRR 5-GTATCTCGGCTGCAAACG-3 EF104642
UBIfor 5-GCCAAGATTCAGGACAAGGAAGG-3
UBQ Zhenget al.,2008
UBlrev 5-CTTGGGGGAAGACGGGC-3
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Real Time PCR

La Real TimePCR permette di monitorare in tempo reale il pssoedi amplificazione
nella fase esponenziale, quando cioe [l'efficienzaanhplificazione &€ minimamente
influenzata dalle variabili di reazione, permetterti ottenere risultati molto piu accurati
rispetto ad una tradizionale PCR.

Nell'indagini Real TimePCR sono state utilizzate sonde TagMan marcateestremita
con molecole fluorescenti: il fluoroforo al 5’ é@tcarbossifluoresceina (FAM), mentre al
3’ e la Tetrametilrodamina (TAMRA).

Per lo studio dell’espressione dei geni Artemisia annuaé stata utilizzata la
strumentazione Applied Biosystems 7500 e i relaftware(Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) Sono stati utilizzati primer specifici ad una comicazione di 900 nM
ognuno, sonde specifiche (200 nM), 0,5 puL di cDN#irggolo filamento e 12,5 pL di 2X
TagMan Master Mix Universal per PCR (Applied Biasyss, Foster City, CA, USA), in
un totale di 25 pL.

| primer scelti sono stati elencati nella tabella 8

Per valutare I'eventuale contaminazione delle m@z stata utilizzata la mix per la PCR
senza aggiungere il DNA stampo (controllo negatival) esperimenti sono stati condotti
in triplicato, utilizzando cDNA ottenuto da almeoesperimenti indipendenti. E stato
impostato il seguente ciclo di amplificazione:

- 1ciclo a 50°C per 2 min;

- 1 ciclo a 95°C per 10 min;

- 40 cicli, a 95°C per 15 sec e a 60°C per 1 min.

La quantificazione e stata effettuata secondodeazioni presenti in ABI 7500 Sequence
Detection System, User Bullettin 2 (Applied Biogyss). L'espressione relativa e stata
normalizzata utilizzando il gene dell’'ubiquitinal e stata calcolata utilizzando il campione

non trattato come calibratore, la cui espressimudta essere uguale a 1.
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Tab. 8. Sequenze e caratteristiche dei primer,es@ndeni target utilizzati per la tecnica

Real TimePCR.
Gene target Primer Sequenza Referenze
ADS RTADSfor 5'-TGGTCGACGCCT AAATGATCT-3"' Merckeet al,
RTADSrev 5" -TGGGCATACTCCTCATTGACAT-3" 2000
ADSprobe | 5'“TGACCC AC AAGGCCGAGC AAGAA-3 |
CYP71AV1 RTCYPfor 5'-GTTTGGAGCTGGGAGAAGGAT-3" Teohet al, 2006
RTCYPrev 5-GGTCATGTCGATCTGGTCATAGC-3'
CYPprobe 5 - ACGTGCAGCTCCCGCTCGCTAATAT-3"
DBR2 RTDBR2for 5'-GGGTTACAAGCTGTGGCTCAAG-3" Zhanget al,
RTDBR2rev | 5-CAAGGTCAGGATTCGAGACAAAA-3' 2008
DBR2probe 5'-TGCTGATTTGGTCGCTTTTGGTCGTT-3'
CPR RTCPRfor 5'-GCTCGGAACAGCCATCTTATTCT-3"' GenBank Acc:
RTCPRrev 5'-CCCCAGTCTCCACGAAATTATT-3'5 " F104642
CPRprobe | CGGATGCAGGAATCGCAAAGTGGAT-3'
UBI RTUBIfor 5'-CGGACCAGCAGAGGTTGATATT-3" GenBank Acc:
RTUBIrev 5'-CAGCCTTAAGACCAAATGGAGAGT-3" U258763
UBIprobe | 5'"CAGGAAAGCAGCTTGAAGATGGCCG-3'

ISOLAMENTO DEL FATTORE DI TRASCRIZIONE AaWRKY3

Foglie diArtemisia annuaultivar Artemis in fioritura (coltivate in camppresso l'istituto

di tabacchicoltura di Monteroni, Lecce), sono statiéizzate per I'estrazione del’RNA

totale. Il cDNA ottenuto da retrascrizione del’lRNétale e stato utilizzato contemplate

in esperimenti di PCR. | primer utilizzati sonomer degenerati disegnati sulla regione
conservata della sequenza della protéd@VRKY1 (Xu et al, 2004), conservate nella
famiglia WRKY: LEUCINE ZIP-for (TGG (C/A)GI AA(A/G)TA(T/C) GGI CA(A/G)
AA(A/G)) e WRKYGQK-rev (GA(G/A) AA(TIC) AA(AIG) AA(A/G) (TIC)TI ACI

GA(G/A). In seguito ad amplificazione con Taq patiasi € stato ottenuto un frammento

di circa 340 bp che é stato purificato da gel @a&to nel vettore pGEM T-easy. Con questo
ligato sono state trasformate le cellule competéhii BLUE.

| primer

specifici

RACE 1F (TGGCCAAGAATCCAGGAC ) eRACE 1R

(GTCCTGGATTCTTGGCCA), RACE 2F (GAGAGAGGCAATTCTGA® RACE 2R
(CTCAGAATTGCCTCTCTC), sono stati disegnati sullaggenza della regione di 340
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nucleotidi e utilizzati per I'isolamento delle regi 3'-5’ del geneAaWRKY 3, seguendo le
istruzione del kit 3’'e 5’ RACE (InvitrogeiGarlsbad, CA, USA).

CLONAGGIO

Preparazione di un costrutto chimerico tra WRKY e G-P

La sequenza completa ABWRKY3 e stata utilizzata per produrre una variante t@mn
fluorescente, utilizzando l&reen Fluorescent ProteifGFP) (Haseloffet al., 1997),
WRKY:GFP. Il costrutto WRKY:GFP é stato ottenutondiendo la sequenza WRKiv
frame con I'estremita N-terminale di GFP e ponendo #toatto genico sotto il controllo
del promotore 35S. Un sito BamHI N-terminale edsito Nhel in posizione C-terminale
sono stati inseriti per mutagenesi della sequenydRKY attraverso una reazione di PCR
con i primer BAMfor (GGATCCTTCAATGGAATATACCAGCTTGGT) e NHErev
(GCTAGCCCACTTTTGGGACTGATTTTGTTGA) . Il prodotto dimplificazione e stato
clonato in pGEMTeasy (Promega) e sequenziato, pedigerirlo con BamHI ed Nhel e
clonarlo in un vettore pGY1 gia contenente la segaedi GFP. A questo scopo e stato
utilizzato come vettore di destinazione pAleu-GBP $ansebastianet al.,2001) in cui il
frammento di restrizione WRKY ha sostituito il safg di targeting vacuolare N-
terminale. Il vettore pGY1 e un vettore derivatopli#C18 e predisposto per I'espressione

transiente in protoplasti (Di Sansebastiahal.,1998).

Cellule competenti e trasformazione

Per ottenere cellule competenti € stato utilizzato stock di cellule descherichia coliin
glicerolo (50% glicerolo) conservate a -80 °C. ftba sono stati inoculati in 5 mL di LB a
37 °Covernightin agitazione a 220 rpm. Dopo l'inoculo é statiitth 1:1000 in 10 mL di
LB. Quando la coltura & cresciuta fino a ottenara densita ottica a 660 nm tra 0,5-0,6,
dopo circa 5 ore, le cellule sono state centrifogaét °C per 15 min a 2000 rpm e quindi
eliminato il surnatante. Il pellet e stato risogped buffer di trasformazione e stoccaggio
(TBS).

Per la trasformazione 1QfL di cellule e il DNA plasmidico (100 pg di DNA co® 2L di
KCM portato a volume di 10QlL con H0 sterile), sono stati incubati in ghiaccio per 20
min e in seguito a temperatura ambiente per 10 quimdi sono stati aggiunti 8Q@L di

LB e incubate a 37 °C per 50 min in agitazione @ gim). Successivamente le cellule

39



sono state piastrate su terreno IAX, che é stao selettivo dall’aggiunta dell’antibiotico
ampicillina,e incubate a 37°@ernight Per I'analisi dei cloni positivi sono state prelee
alcune colonie e sono state inoculate in terregoido LB contenente l'antibiotico

ampicillina (100 mg/L), ed incubate a 37°C in agit@e per 16 ore in agitazione (150

rpm).

Terreno LB 1L
Bacto Tryptone 10g
Bacto Yeast Extract 59
NacCl 109
H>0 FinoallL
pH 7

Per terreni solidi
Agar 15¢g
Terreno IAX 1L
Bacto Tryptone 10 g
Bacto Yeast Extract 59
NaCl 10g
H20 FinoallL
pH 7

Per terreni solidi
Agar 15¢g
Ampicillina 1mL
XGal 1,6 mL
PTG 800 uL
Ampicillina 100 mg/mL
Ampicillina 100 mg
H20 1mL
Sterilizzazione per
filtrazione
5X KCM
KCI 0.5M
CaCb 0.15M
MgCl, 0.25M
TBS
LB pH 6.1
PEG (PM 3,350) 10%
DMSO 5%
MgSOy 10 mM
MgCl, 10 mM
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Estrazione di DNA plasmidico da batteri (mini prep)

Per I'estrazione di DNA plasmidico é stato segilitnetodo della lisi alcalina, basato sulla

seguente procedura:

una colonia batterica isolata é stata inoculat&@niL di LB contenente I'antibiotico
appropriato ed incubatavernight in agitazione (250 rpm) a 37°C;

sono stati trasferiti 1,5 mL di coltura battericaun tubo sterile da 1,5 mL e le cellule
sono state raccolte centrifugando per 5 minuti005y;

e stato eliminato il sovranatante e sono stati waggial precipitato 100uL di
SOLUZIONE 1, incubando per 3 minuti a temperaturdignte;

sono stati aggiunti 20QL di SOLUZIONE 2 e il tubo e stato posto in ghiac@
minuti;

sono stati aggiunti 15AL di SOLUZIONE 3, si e mescolato per 10 secondndsail
vortex e si e incubato in ghiaccio per 3 minuti;

la soluzione é stata centrifugata per 10 minubs0D g a 4°C;

al sovranatante, sono stati aggiunti 2 volumi dneto assoluto, il tubo e stato incubato
per 15 minuti in ghiaccio;

la soluzione e stata centrifugata per 15 minutiotc® a 4°C;

il pellet e stato lavato con 1 mL di etanolo 70%;

il sovranatante €& stato eliminato e il precipit@&ostato asciugato a temperatura
ambiente;

il precipitato e stato infine risospeso in un oppoa quantita di acqua milliQ sterile

piu 0,02 unita di RNAse e conservato a -20°C.

SOLUZIONE 1

Glucosio 2,25¢

EDTA 5SmL

TRIS (pH 8) 6,25 mL

H.O fino a 250 mL
SOLUZIONE 2

NaOH 1 N 50 mL

SDS 2549

H.O fino a 250 mL
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SOLUZIONE 3

Potassio acetato 73,6 0
Acido acetico 28,5 mL
H,O fino a 250 mL

Purificazione dei frammenti di DNA da gel

Attraverso la purificazione da gel dopo I'elettradsi si possono isolare bande di interesse
che corrispondono al frammento di DNA cercato. Tainde sono state tagliate da gel e
sono state purificate tramite il kit di purifican® Euro Gold Extraction Kit (EuroClone).
Questo kit si basa sulle capacita del DNA di legarsembrane di silice in presenza di sali
caotropici, e prevede le seguenti fasi:

* la banda di interesse e stata tagliata dal gt posta in una provetta da 2 mL, ed é
stato determinato il peso;

e e stato aggiunto un ugual volume (rapporto pedofe) di buffer XP2, e la provetta e
stata incubata a 55°C, fino a sciogliere completaemkagarosio (7 min);

» la soluzione é stata trasferita in un nuovo tfdraito dal kit ed é stata centrifugata per
1 min a 10000 g e successivamente é stato eliminsdoranatante;

e sono stati aggiunto 750L di buffer SPW ed ¢ il tubo é stato centrifugats fh min a
10000 g e successivamente € stato eliminato ibs@atante;

» il pellet e stato risospeso in un volume di acdaa80 a 5QL ed é stato centrifugato a

5000 g per 1 min.

Ligazione

Le reazioni di ligazione sono state effettuateizgdndo un rapporto molare di 1:1 tra
vettore e inserto, calcolando la quantita in ngndierto da impiegare con la seguente
formula:

ng di inserto= (ng di vettore x dimensioni in kbpllihserto)/dimensione in kbp del
vettore.

Ogni reazione é stata incubata in presenza deittend4 DNA Ligasi (Promega) e del
tampone di ligazione 1X. Le miscele di ligazioneaatate quindi poste a 16W@ernight
Nel nostro caso utilizziamo il vettore Aleu GFP.dolta completato questo processo |l
vettore con l'inserto viene inserito in cellule tegiche competenti XL1 BLUE attraverso

uno shock termico.
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Screening delle colonie ricombinanti

Per verificare I'avvenuta trasformazione delle wellsi sfrutta la colorazione di screening
blu-bianco dovuta all’aggiunta di X-Gal all'inoculdelle cellule batteriche. E stato
effettuato I'inoculo con le colonie ricombinanthoiculando parte di colonia in terreno LB
e antibiotico ampicillina (a una concentrazion@aknl1X), I'inoculo viene lasciato incubare

overnighta 37°C.

Sequenziamento
Una volta accertata la presenza dell'inserto ildptto di Mini prep e stato sequenziato,
dopo averlo amplificato mediante PCR.
L’amplificazione € stata condotta in un “thermo@ytIPersonal-one (EuroClone, Milano,
Italia) che e stato programmato in modo da eseglar25 cicli, utilizzando diverse coppie
di primer. Ogni ciclo prevedeva:

la denaturazione a 96 °C per 10 sec;

'appaiamento a 55 °C per 10 sec;

la sintesi del DNA a 60 °C per 4 min.
Il sequenziamento é stato effettuato utilizzandditil“BigDye terminator v 1.1 Cycle
sequencing” (Applied Biosystems, Foster City, CAA) nel sequenziatore 3130 Genetic
analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
Le sequenze analizzate sono state analizzate coprogramma online BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.ggiLe sequenze nucleotidiche sono state allineate ¢

il programma online ClustalW2vwvw.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html

PROTOPLASTI

Preparazione di protoplasti

| protoplasti diArtemisia annuasono stati ottenuti da cellule in sospension@Antiemisia
annua G6, al 15° giorno di subcoltura. Le cellule sortates centrifugate in un tubo
graduato da 50 mL a 300 g per 5 min, dopo € statonato il substrato. Sotto cappa 10
mL di cellule sono state poste in una piastra Bedri a cui vengono aggiunti 10 mL di
soluzione di digestione. Si tratta di una soluzimwoonica contenente sostanze nutritive e

enzimi di digestione.
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Anche le foglie di piantine micropropagate e cretisterilmente fino ad una altezza di 5-
6 cm sono state utilizzate per ottenere protopl&dno state utilizzate foglioline ben
espanse, dal 2° al 4° internodo, purché prive ginisei stress e non a contatto con le pareti
del contenitore di crescita. Le foglioline sonotetposte in una piastra Petri disposte in
uno strato continuo, limitando per quanto possikelesovrapposizioni dei tessuti. Sono
state poi incise con un bisturi, in modo da provedagli su tutta la superficie utili alla
penetrazione degli enzimi, ma senza produrre gié@hmenti capaci di ammassarsi ed
impedire quindi l'azione degli stessi enzimi. Suhbteriale cosi preparato sono stati
aggiunti, in modo analogo a quanto fatto con Igpsnsione cellulare, 10 mL di soluzione
di digestione.

Le piastre sono state chiuse con del parafilm esenasncubarevernighta 26 °C, al buio.
Dopo le piastre sono state poste in delicata agitazper 15 min a 45 giri/minuto. Le
piastre sono state aperte sottocappa e la sosperdiiprotoplasti € stata prelevata con una
pipetta pasteur con la punta tagliata, per evithreanneggiare le cellule, e quindi la
sospensione e stata filtrata su un filtro metalbom passo di 15Qm sterile, e divisa in
aliquote di 5 mL in ogni tubo. Ad ogni aliquota tate aggiunto delicatamente sulla
superficie 1 mL di W5, il gradiente formatosi etstguindi centrifugato a 65 g per 5 min
senza uso di freni e con bassa accelerazione. foglasti interi si raccolgono
all'interfaccia tra le 2 fasi, mentre quelli roti depositano sul fondo. | protoplasti sono
stati raccolti prelevandoli, con una pipetta tagliadalla fase superiore, evitando la fase
inferiore; ottenendo aliquote da 3 mL. | protoplasino stati sottoposti a 2 lavaggi con 8
mL di soluzione W5 e centrifugandoli a 65 g per #.n protoplasti sono stati risospesi
con 5 mL di W5 e infine riposti a 4 °C al buio pg&rore, ponendo i tubi in posizione

orizzontale, per favorire I'aerazione della solugo

Trasformazione transiente dei protoplasti con PEG

Per la trasformazione transiente dei protoplastiierde PEG sono state usate proteine
chimeriche contag fluorescenti, quali GFP e due modificazioni deB&P: YFP, RFP.
Sono stati scelti i seguenti costrutti: GFP-Chi @insebastianet al, 1998), Aleu-GFP
(Di Sansebastianet al, 2001), KCO1-GFP (Verwegt al, 2008), ERD2-YFP (Brandizzi
et al.,2002), RFP-KDEL (De Domenicet al, in prearazione) e WRKY-GFP.

Per la trasformazione le cellule sono state raed@tminuti a 65 g, accelerazione minima
e decelerazione nulla) e risospese in un’opporuaantita di soluzione MMM (300L per

ogni trasformazione), in un’unica aliquota.
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In condizioni di sterilita, in tubi da 12 mL conrfdo tondo, sono stati mescolati circa 20
pg di DNA plasmidico (nel caso di cotrasformaziooned stati aggiunti 2 diversi plasmidi
sino a 40ug) e 300uL di protoplasti in soluzione MMM, successivamestao stati
aggiunti 300pL di soluzione PEG 40%, mescolando immediatamemigcatamente.
Abbiamo atteso in modo che l'intera operazione skgacirca 1 min ed abbiamo quindi
aggiunto 2 mL di soluzione K3. | tubi cosi prepasaino stati incubati al buio a 26 °C per
2 h in posizione orizzontale per permettere la massereazione della sospensione. Sono
poi stati aggiunti 8 mL di soluzione W5 per lavénamite centrifugazione a 65 g per 5 min
i protoplasti e risospenderli in 2 mL di K3. Talespensione & stata infine posta in
incubazione al buio a 26 °C.

Durante l'incubazione la sintesi dei costrutti @miti nei plasmidi inizia immediatamente
ed aumenta nell’arco delle prime 12 ore. Normalmeint sistemi analoghi, la rilevazione
della fluorescenza e possibile gia dopo 3-6 ora owstrutti proteici utilizzati sono per lo
piu descritti dopo 18 ore di espressione, quandord accumulo consente una agevole

acquisizione di immagini. Le osservazioni sonoestaindotte al microscopio confocale.

K3 MACRO g in 1 L di soluzione
KNO3 25.3

NHsNO3 2.5

NaH,PO,*2H,0 1.69

CaCb*2H,0 9

MgSO*7H,0 2.5

(NH4)2SQy 1.34

H20 Portarea 1 L

K3 100X-vit g in 100 mL di soluzione
Inositolo 1

Piridossina HCI 0,01

Tiamina HCI 0,1

Acido nicotinico 0,01

H20 Portare a 100 mL

Sterilizzazione per filtrazione
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B5 micro
MgSO4*H20
ZnS0O4*7TH20
H3BO3

Kl

CuS04*5H20

H»0

Na2EDTA (200X)
FeCI3*6H20 (200X)

Sterilizzare in autoclave

K3 (0,3 M di saccarosio)
NaEDTA (200X)
K3-macro

FeCI3*6H20 (200X)
B5-micro

K3-vit

Saccarosio

Xilosio

pH

Sterilizzazione in autoclave

24D
NAA
BAP

Soluzione di Digestione
Cellulasi Onozuka R10
Macerozima

Saccarosio

g in 100 mL di soluzione
1
0,0002
0,3
0,075
0,0025
Portare a 100 mL
0,149
0,54

in 1L di soluzione
5SmL
100 mL
5 mL
1mL
10 mL
102,79
0,25¢
5.8

0,5mL
1mL
1mL

g in 100 mL di soluzione K3 Macro

1.2
0.4
0.3
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Soluzione PEG gin 20 mL

Mannitolo 0,4 M 1,457
Ca(NG),*4H0 0.472

pH 8

PEG 4000 40% 8

W5 g in 1 L di soluzione
NaCl 154 mM 9

CaCp*2H,0 125 mM 18,3

KCI 5mM 0,37

Glucosio 1

H20 Portarea 1 L

MMM g in 100 mL di soluzione
Mannitolo 0,5 M 9,11

MgCl, esaidrato 15 mM 0,3

MES 0,1% 0,1

H20 Portare a 100 mL

Visualizzazione mediante microscopia confocale

| protoplasti sono stati osservati nel loro stasezzo di incubazione, in vetrini predisposti
con una camera chiusa da un coprioggetto in csb$pensione cellulare é stata introdotta
per capillarita.

Tutte le osservazioni condotte sulle piante e satgplasti diArtemisia annual. sono
state effettuate con un microscopio Zeiss Axio&® (con un obiettivo 40x/0.75 Plan-
Neofluar) associato ad un sistema laser scanningfocal (LSM Pascal, Zeiss).
L’eccitazione € stata prodotta mediante una lam@adsercurio e mediante laser Argon
488 nm di lunghezza d’onda, (10% di potenza) e ibsione della GFP € stata raccolta in
una finestra tra 505 a 530 nm; I'emissione delldPY#a un picco a 538 nm ma é stata
raccolta nella stessa finestra usata per GFP; $gomne di RFP (massima tra 570 e 610
nm) é stata raccolta nella finestra 560-600 nmink@agini sono state acquisite attraverso
I'intero aggregato cellulare in 15-20 sezioni dtdécdi 0.5-0.8um (asse z). In seguito
all'acquisizione sono state ricostruite le immagindimensionali e convertite in files

Adobe Photoshop per la presentazione nelle figure.
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La necessita dell'utilizzo del microscopio confeca dovuto ai limiti ormai noti del
microscopio ottico e del microscopio a fluorescernéatti con il primo non si possono
distinguere tra loro piccoli organelli con propéetttiche simili (endosomi e goccioline
lipidiche) e con il secondo, una modificazione deicroscopio ottico che visualizza
strutture grazie all’'uso di sonde fluorescentptsgngono spesso immagini sfocate, dovute
in particolar modo alla fluorescenza derivante @aipdiversi dal piano di fuoco. Con la
microscopia confocale si e in grado di osservaratissottili di un campione spesso. Si
ottengono cosi immagini confocali con meno fluoeeg@ sparsa e con una risoluzione ed
un contrasto decisamente migliori. Questa propritaelezionare degli strati sottili del

campione da osservare € detta sezione ottica.

Le proteine cosiddette fluorescenti sono in gradasdorbire delle radiazioni a determinate
lunghezze d’'onda e di emetterle a lunghezze d'oswgzeriori. La GFP in particolare
assorbe nel blu ed emette fluorescenza verde.deadueccitazione, emessa dalla sorgente
luminosa (costituita da uno o piu laser), e rifleda uno specchio dicroico (2 Fig. 12) in
direzione del campione (4) ed e focalizzata sundpunto ben preciso sul vetrino da un
obiettivo (3). L'eccitazione non € molto intenshvallo del punto di messa a fuoco (punto
di intersezione delle linee nere) sebbene i fluanee presenti nel campione siano eccitati
dovunque entro il cono di luce. La fluorescenzaigddj emessa anche sopra (linee blu) e
sotto (linee rosse) il piano di messa a fuoco.uce lemessa dal campione e raccolta da un
obiettivo (3) e messa a fuoco su un diaframmad@ji che il fuoco nel campione e quello
nel diaframma (pinhole) sono posti in piani ottiente coniugati (sono confocali). La sola
luce che puo attraversare il diaframma e che pséresegistrata dal rivelatore (6) &€ quella
derivante dal punto di messa a fuoco. Il rivelgtooe fotomoltiplicatore converte
I'informazione ottica in segnali elettrici. Quessarie di obiettivi e specchi confocali
forniscono immagini ad alta definizione, che soitere dalla luce dispersa (deviante).
Aumentando o diminuendo l'apertura del diaframmansttono a fuoco piani diversi dello
stesso campione. Le immagini confocali delle vagegioni ottiche cosi ottenute, possono
essere combinate e dare un’immagine tridimensiosal@no schermo (di un computer
collegato), nella forma di una proiezione laterat#, una sezione crociata o di
un’animazione. Inoltre, lo specchio diottrico sepda fluorescenza di diversi colori in
rivelatori differenti, cosi da osservare struttwaorate diversamente nello stesso piano

confocale.
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Fig. 12. Struttura schematica di un microscopiofeacale. 1. sorgente luminosa (laser); 2.
specchio dicroico, divisore di fascio; 3. obiettivo campione; 5. diaframma (pinhole); 6.
rivelatore. Nel riquadro in basso a sinistra, silevecome le immagini di un ipotetico
campione siano acquisite in sezioni ottiche ches@os poi essere ricombinate come

“proiezione” tridimensionale su di uno schermo tidnsionale.

ANALISI STATISTICA

Gli esperimenti sono stati condotti almeno in taalo e i dati sono espressi come media *
deviazione standard (DS). | dati, sono stati poaliamati statisticamente mediante
ANOVA a 2 vie sequito dal test di Tukey HSD posthetilizzando il software SigmaStat
Version 3.1. (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Il lieedi significativita & stato impostato al
5%.
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RISULTATI
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COLTURE IN VITRO

Induzione di calli

L’allestimento dei calli & stato avviato utilizzan€bglioline prelevate dalla parte centrale
del fusto di piante in vaso dirtemisia annud.. (ecotipo Pericles), allo scopo di evitare sia
stadi di sviluppo delle foglie eccessivamente ptecsia avanzati. Le foglioline,
preventivamente sterilizzate, sono state frammengat frammenti di foglie sono stati
trasferiti in piastre contenenti road Spectrundi composizioni ormonali (vedi tabelle 4
e 5). Le piastre sono state messe al buio. Sulieiggo di foglie incubate sui diversi
terreni, dopo circa un mese, é stato possibileroase la formazione di callo (Fig. 13).
Aspetto, colore e consistenza dei calli sono réultariabili a seconda della composizione
ormonale del terreno. Tale variabilita € stata manta anche nelle subcolture successive.
Nei terreni che contenevano basse concentraziorl,4D (da 0,1 a 1 mg/L) e alte
concentrazioni di BAP (da 0,1 a 0,2 mg/L) e stataeovata, in alcuni casi, una intensa
rizogenesi; al contrario, nei terreni contenenéivate concentrazioni di NAA (da 1,25 a
1,67 mg/L) e di BAP 0,15 mg/L e stata osservataalouni casi, la neo-formazione di
germogli (Fig. 14).

In tutti casi, i calli, indotti sui diversi terrensono stati valutati dopo 5 subcolture,
prendendo in esame diversi parametri:

» pigmentazione dei calli, variabile tra bianco,rmae chiaro e verde chiaro;
 consistenza dei calli, variabile tra duro, spugme friabile;

» presenzal/assenza di radici e/o germogli;

* uniformita della crescita;

Per quanto riguarda la consistenza, i calli frisdwho stati considerati potenzialmente utili
per un rapido allestimento di colture liquide.

Dalla valutazione dei calli cresciuti sui divergirreni, risultati ottimali, in termini di
pigmentazione e friabilitd, sono stati ottenuti mga la concentrazione di 2,4-D era
compresa tra 1 e 2 mg/L e quella di BAP era congptes 0,01 e 0,2 mg/L (Fig. 16).
Risultati simili si sono ottenuti con concentrazidn NAA di 0,2 mg/L e di BAP di 0,2
mg/L (Fig. 15).
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Fig. 14. Organogenesi (A) e rizogenesi (B) da chlf. annua.

Ormoni
Nome [mg/L]
NAA BAP

O | 1,25] 0,05

14 0,083 0,2

L14 0,2 0,2 !

M4 | 0,41 0,2

Fig. 15. Calli cresciuti su terreno contenente gtmoni NAA e BAP a diverse
concentrazioni che hanno mostrato una buona fitiabil
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Ormoni Ormoni
Nome| [mg/L] Nome| [mg/L]

2,4D 2,4D BAP
F1 |15 G4 | 2 0,05
Gl| 2 E5 | 1 |01
E2 | 1 |001| F5 | 1,5| 0,1
F2 |15/001] _ & F6 | 150,15
G2 | 2 |oo01] Ge| 2|01
F3 | 1,5|0,025 D7 | 0.5/ 0,2
G3| 2 (o025 ¥ % | E7| 102
F4 |1,5/005] g s | G7 | 2|02

Fig. 16. Calli cresciuti su terreno contenente gtimoni 2,4 D e BAPa diverse
concentrazioni che hanno mostrato una buona fitiabil
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Induzione di sospensioni cellulari

Per I'induzione delle sospensioni cellulariAftemisia annud.. sono stati utilizzati i calli
selezionati per la consistenza friabile ritenutal pidatta per l'allestimento di tali
sospensioni. In particolare é stata selezionatméda cellulare G6 (2,4 D 2 mg/L e BAP
0,15 mg/L) poiché era caratterizzata da una ceescépida, buona friabilita e
pigmentazione verde. Frammenti di callo sono giasti in beute in presenza di pochi
millilitri di terreno della stessa composizionelimiata per la coltura solida. Ad intervalli
regolari di 2-3 giorni & stato aggiunto nuovo teadino al raggiungimento della densita e
del volume ottimali di sospensione. Diverse sulwelsuccessive, ad intervalli di un mese,

sono state quindi effettuate per stabilizzare ésata (Fig. 17).

Fig. 17. Sospensioni cellulari Artemisia annualella linea G6.

Per valutare la crescita delle colture cellularismspensione & stata costruita una curva
misurando gli incrementi del volume cellulare imgeo, ad intervalli regolari (ogni 5
giorni), durante il ciclo di sub-coltura di 5 saetAne. Le sospensioni cellulari
raggiungevano la fase stazionaria intorno al 26tng di subcoltura con un incremento
della biomassa di circa 4 volte alla fine dellacltura (Fig. 18).
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Fig. 18. Curva di crescita di cellule in sospensiah Artemisia annual. della linea
cellulare G6 durante tutto il ciclo di crescita.vdlori ottenuti sono la media di tre

esperimenti indipendenti, + deviazione standard.

Micropropagazione dei germogli

Dalle foglie sterilizzate per ottenere callo siea@viluppati anche piccoli germogli, a causa
dellinduzione di gemme avventizie. Le micro-talegasferite in terreno di
micropropagazione MM (Sali e vitamine MS, saccar@& g/L, NAA 0,05 mg/L, BAP 0,5
mg/L, agar 7g/L e pH 5,7) in breve tempo hanno d@atad una coltura sterile di piantine
di artemisia, con un tasso di proliferazione mediol:3 (Fig. 19). Con la stessa
metodologia sono state ottenute piantine micropyafeadella cultivar Artemis. Artemis é
un ibrido, che produce artemisinina con rese d#l)'’ed € caratterizzato da una tarda
fioritura. Artemis é stato brevettato dalla MedmiléSvizzera).

In alcune colture di germogli di artemisia e seaenziato il fenomeno della vitrescenza.
Si tratta di un’alterazione fisiologica, che detaranl'iper-idrosi dei tessuti e porta alla
morte le colture. Le foglie dei germogli vitresgeassumono un aspetto traslucido,
appaiono arricciate, ingrossate e succulente, bile ipertrofia degli steli. Il problema é
stato superato diminuendo la dose di auxina presagitterreno (da 0,05 a 0,01 mg/L) e

aumentando la dose di agar, da 7 a 8 g/L.
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Fig. 19. Germogli micropropagati Artemisia annud.. varieta Artemis.

VALUTAZIONE DEL CONTENUTO DI ARTEMISININA

La produzione e lI'accumulo di artemisinina sondistalutati mediante HPLC con la
tecnica della derivatizzazione pre-colonna, dopopportuna estrazione.

La presenza di artemisinina nei campioni analizeaitata confermata confrontando il
picco cromatografico dell’estratto con quello del®tandard (Artemisinina, Sigma)
separatamente o in combinazione (Fig. 20).

Sono stati analizzati sia tessuti differenziati, meo i germogli ottenuti per
micropropagazione, sia quelli indifferenziati, colaeellule in sospensione. La quantita di
artemisinina (0,05-0,07 % PS) presente nei germaefliecotipo Pericles, ottenuti per
micropropagazione, € risultata inferiore a queldladpianta in vaso di circa dieci volte
(0,8-0,9% PS).

Le analisi effettuate nelle colture cellulari dieanisia hanno evidenziato che la produzione
di artemisinina era continua durante tutto il cidiosubcoltura, oscillando tra 4,90 e 5,44
ug/g PS (Tab. 9). L'artemisinina €& stata analizzatahe nel mezzo di coltura ed ha
mostrato un aumento durante il ciclo cellularegraggendo al 25° giorno valori di 22,35
pa/L (Fig. 21).
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Fig. 20. A. Cromatrogramma dello standard di arsegmma derivatizzato (-) e dell’estratto
di colture cellulari (--). B. Il picco specifico Wartemisinina é stato confermato
dall'analisi del campione iniettato insieme alltasto. C. Comparazione degli spettri dello

standard (-) e il picco caratteristico dell’artemiisa (--).
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Tab. 9. Biosintesi dell'artemisinina durante tuttoiclo di subcoltura (35 giorni). | valori
sono la media di tre esperimenti indipendenti, #iagone standard.

Giorni di Artemisinina
subcoltura (Mo/gPS)
0 5.14+0.06
5 5.15+0.07
10 4.96+0.06
15 4.90+0.01
20 5.03+0.16
25 4.98+0.54
30 5.04+0.48
35 5.44+0.79
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Fig. 21. Determinazione dell’artemisinina intraa&dle =) ed extracellulare ) in

colture cellulari diArtemisia annua+ deviazione standard.
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COLORAZIONE DEI TERPENI

Il reagente NADI, specifico dei terpeni, e statdia#ato per localizzare la eventuale
presenza del sesquiterpene artemisinina nelle leetfluArtemisia annuale cellule in
sospensione dhrtemisia annud. hanno evidenziato una colorazione in blu-vi@etello
spazio intracellulare. (Fig. 22 A). Le cellule d=lllo di A. annuanon presentavano la
colorazione (Fig. 22 B).

ELICITAZIONE DELLE COLTURE PER LA PRODUZIONE DI ART EMISININA

Allo scopo di aumentare la produzione di artemrsannelle colture dArtemisia annua
sono stati condotti esperimenti che prevedevarggitata di alcuni elicitori al mezzo di
coltura e la successiva valutazione del metabolita.

Le cellule di artemisinina al 15° giorno di subooét sono state elicitate con metil
jasmonato (MeJA) 2RM per diversi intervalli (30 min, 1 h, 2h, 4h 2448h e 5giorni) e
quindi sono state analizzate per il contenuto ginaisinina (Fig. 23), dopo la valutazione
della vitalita cellulare. Soltanto dopo 5 giornitdattamento con MeJA si osservava una
riduzione della vitalita che scendeva fino all’85%ig. 24). | livelli di artemisinina
determinati dopo trattamento per 30 min con MeJAtavano un aumento significativo
rispetto al controllo non trattato (12,44/g PS contro 5,94ig/g PS), e raggiungevano il
valore massimo (14,4(0g/g PS) dopo trattamento per 4 ore. Nei trattanqatlunghi, 24
ore e 5 giorni, non si sono riscontrate differesgmificative se comparate ai controlli. Le
cellule utilizzate come controllo trattate con ela5% (solvente del MeJA) e quelle non
trattate non hanno mostrato differenze signifiea(ivig. 26).

Le cellule in sospensione Artemisia annuaono state trattate con miconazolo a differenti
concentrazioni (10, 100 e 20M) per diversi intervalli di tempo (30 min, 1 h,,2th 24 h,
48h e 5giorni) e successivamente sono state aasdizer il contenuto di artemisinina. E
stata anche valutata la vitalita cellulare: iltaatento con miconazolo 2QOM per 30 min
riduceva la vitalita del 40%, concentrazioni di omazolo piu basse avevano effetti meno
drastici sulla vitalitd, mentre concentrazioni @i02e 100uM di miconazolo per tempi
prolungati non permettevano di effettuare la catitulare per eccessiva tossicita (Fig. 24
e 25). La vitalita non era influenzata dal trattamecon il DMSO (Fig. 24).

| trattamenti con miconazolo 100 e 2QM hanno indotto un aumento di artemisinina
dopo 24 ore, in particolare 'aumento massimoav@to con il trattamento a 2QMM per 5

giorni (13,04 ug/g PS); al contrario il trattamento con miconazblouM non ha indotto
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nessuna variazione significativa. E interessantaraahe nelle cellule trattate con DMSO
c’é stato un aumento di artemisinina di 1,4 volopal tempi prolungati ( 24h, 48 h e 5

giorni) rispetto al controllo non trattato (Fig.)27

Fig. 22. Colorazione con il reagente NADI di cedluh sospensione (A) in alto a sinistra
un particolare di una cellula colorata di blu-vitd¢ingrandimento 40X); e di cellule di

callo diArtemisia annugB) (ingrandimento 20X).
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& b . {Cellule al 15° giorno)
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Fig. 23. Profili cromatografici dei campioni di kéde in sospensione G6 d. annua

trattate con metil jasmonato PR/ e cellule controllo al 15° giorno di subcoltura.
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Fig. 24. Vitalita cellulare delle cellule in sosgene di A. annuatrattate con metil

jasmonato e miconazolo, valutata mediante saggio ftooresceina diacetato. La

deviazione standard non superava il 10%.

Controllo Trattato

Fig. 25. Foto al microscopio ottico di cellule inspensione dirtemisia annud.. trattate

con miconazolo a diverse concentrazioni per vatulawitalita cellulare. Nella colonna di
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sinistra troviamo le cellule non trattate e in dmedli destra le cellule trattate con
miconazolo 200, 100 e JM. La vitalita e stata valutata mediante saggio fooresceina

diacetato.
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Fig. 26. Effetto del metil jasmonato (MeJA) sull@guzione di artemisinina in cellule in
sospensione d\. annua ll controllo e rappresentato da cellule trataia etanolo al 95%.
| valori ottenuti sono la media di tre esperimeantipendenti, + deviazione standard. Le

lettere indicano la differenza statistica a P< 0.05
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Fig. 27. Effetto del miconazolo 2QM,100uM, 10 pM, sulla produzione di artemisinina
in cellule in sospensione &. annua Il controllo e rappresentato da cellule trattede
DMSO. | valori ottenuti sono la media di tre espenti indipendenti, = deviazione

standard. Le lettere indicano la differenza stadsh P< 0.05.

TRATTAMENTO CON ESTRATTI FUNGINI
Per individuare possibili elicitori biotici dell'smisinina sono state selezionate diverse
specie di funghi, che avevano caratteristiche mditerse tra loro, qualiAlternaria

radicinia, Fusarium oxysporum, Fusarium acimunatukiternaria alternata, Verticilium
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dahliae, Penicillium verrucosunCellule in sospensione dirtemisia annuaal 15° giorno

di subcoltura sono state elicitate con i diversrags fungini alla concentrazione di 1%,
5%, 10%, per diversi tempi: 5 e 9 giorni. Al termidi ogni trattamento e stato analizzato
il contenuto di artemisinina intracellulare ed axgllulare.

Nel trattamento delle sospensioni cellulari ¢amicillium verrucosunsi € riscontrato un
aumento del 31% di artemisinina extracellulare doale cellule venivano trattate per 5
giorni alla concentrazione di 1%, rispetto allduel controllo in cui e stata aggiunta acqua
sterile milli Q in volume equivalente all’estrattQuando le cellule venivano trattate don
verrucosumalla concentrazione di 5% per 5 giorni di trattamel’aumento era del 16%
(Fig. 28).

Diversamente, nei trattamenti con gli altri estraihgini il contenuto dell’artemisinina
nelle cellule e nel mezzo non mostrava differengeificative rispetto al controllo trattato

con sola acqua (dati non mostrati).
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Fig. 28. Trattamento coRenicillium verrucosundelle cellule in sospensione al 15° giorno
di sucoltura per 5 giorni a diverse concentrazi(i®, 5% e 10 %). Il controllo &
rappresentato da cellule trattate con acqua M8li€}ile. | valori ottenuti sono la media di
tre esperimenti indipendenti, + deviazione standarel lettere indicano la differenza
statistica a P< 0.05.
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ALTERAZIONE DELL’ESPRESSIONE GENICA

Analisi semi-quantitativa Reverse Transcription-PCR

Nelle cellule in sospensione trattate con Metihdaisato per 30 min, 1h, 2h, 4h, 24h, 48h e
5 giorni e Miconazolo per 30 min, 1h, 2h, 4h, 248h e 5 giorni & stato estratto I'RNA da
cui é stato ottenuto il cDNA. Sono stati disegmatmer specifici per i genCYP71AV1
(citocromo P450 monoossigenasCPR (citocromo P450 reduttasie Dbr2 (aldeide
artemisinica 411(13) reduttagi e come gene costitutivo & stata utilizzatabiluitina
(UBQ) (Tab. 7). L'espressione dei questi geni €& statalizzata medianteReverse
TranscriptionPCR semi-quantitativa e i risultati sono mostrati figura 29. Nel
trattamento con MeJA il gen€PR veniva espresso in tutte le condizioni al contrali
geneCYP71AVilha mostrato un aumento di espressione dopo 30tinfima alle 4 ore di
trattamento. Per quanto riguarda il trattamentoroconazolo 20QuM i geni Dbr2 e CPR
sono stati indotti rispettivamente dopo 30 minuté @re di trattamento; mentre il gene

CYP71AVInon ha subito variazioni di espressione signiiieat

1 2 3 4 1 2 34 5

Fig. 29. Analisi Reverse TranscriptioRCR semi-quantitativa dei geni della via
biosintetica dell’artemisinina:CYP71AV1 CPR e Dbr2 in sospensioni cellulari di
Artemisia annual., il geneUbiquitina e il gene costitutivo. A. Cellule in sospensioni
trattate con metil jasmonato 21 per 0 (colonna 1), 30 min (colonna 2), 4h (col@®) e
24 h (colonna 4). B. Cellule in sospensioni tratiadn miconazolo 200M per 0 (colonna
1), 30 min (colonna 2), 4h (colonna 3), 24 h (colad) e 5 giorni (colonna 5).
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Analisi quantitativa Real Time PCR

Per confermare e quantificare le variazioni defliressione dei geni coinvolti nella
biosintesi di artemisinina in cellule in sospensiah Artemisia annuadopo trattamento
con metil jasmonato e miconazolo e stata anchezzadth la metodicaReal Time
quantitativa relativa. Il metodo permette di quicdre il trascritto specifico con un
parametro numerico (¢ | risultati cosi ottenuti sono stati analizzafpplicando un
metodo comparativo (metodAACt). Le quantita sono espresse in relazione ad un
campione calibratore, che rappresenta la quamiitaria del gene di interesse, tutti gli altri
campioni sono espressi com&olte il calibratore.

Sono stati analizzati i gen&gmorfa diene sintagjADS), citocromo P450 monoossigenasi
(CYP71AV), citocromo P450 reduttasiCPR), aldeide artemisinicadl11(13) reduttasi
(Dbr2) (Tab. 8). Lubiquitina (UBQ) € il gene costitutivo utilizzato per la normabzione
dello stampo nella reazione PCR.

Quando le cellule sono state trattate con MeJA atoskvidenziato un aumento
dell’'espressione dCYP71AV1di circa 7 volte, subito dopo 30 min, rispettocahtrollo
non trattato CPR e Dbr2 non hanno mostrato significative variazioni di esgione (Fig.
30).

10

I CYP71AV1
[ CPR
I DBR2

Livelli relativi di mRNA

0 30 min 4h 24h
Tempo di trattamento

Fig. 30. Effetto del metil jasmonato sull’espressiodei geni della via biosintetica

dell'artemisinina in sospensioni cellulariAi annua;t deviazione standard
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Nelle cellule trattate con miconazolo 2 dopo 30 min e 4 ore di trattamento si e
evidenziato un forte aumento dell’espressione deedbr2, rispettivamente di 4 e 3 volte
rispetto alle cellule controllo. L'espressione @PR dopo 4 ore di trattamento con
miconazolo 20QuM ha subito un aumento di tre volte. Al contrafespressione del gene

CYP71AVInon mostrava variazioni rispetto ai campioni nattati (Fig. 31).
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Fig. 31. Effetto del miconazolo 2Q08M sull’espressione dei geni della via biosintetica
dell’artemisinina in sospensioni cellularidi annua;t deviazione standard.

Per quanto riguarda il gen&DS non € stato possibile rilevare la sua espressiane i
campioni di cDNA ottenuto da cellule in sospensidn@rtemisia annud., nonostante i
numerosi tentativi, utilizzando la tecniéeverse TranscriptioRCR eReal TimePCR
guantitativa, con differenti temperature di annegke diversi primer. Al contrario prodotti
di amplificazione sono stati ottenuti da cDNA wdando campioni di foglie dh. annua
ma anche da DNA genomico isolato da cellule in snsppne dA. annua.Questi prodotti

di amplificazione sono stati clonati e sequenzadtie stato confermato che si trattava del

geneADS(dati non mostrati).
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CARATTERIZZAZIONE DEI DOMINI SUBCELLULARI IN CELLUL E DI A.
ANNUA

Non sono disponibili in letteratura protocolli ditenimento di protoplasti dArtemisia
annua. In questo lavoro di tesi, a partire da cellule sospensione e da piantine
micropropagate di. annuaé stato possibile isolare protoplasti da utilizziaw esperimenti

di trasformazione. Sono stati trasformati transierénte protoplasti ottenuti sia da foglie
che da cellule in sospensione di artemisia G6, &l diorno; con un’efficienza di
trasformazione del 40-50 % del tutto comparabile leotrasformazione di protoplasti di
altra origine.

In una fase preparatoria a questo tipo di indagsoeo stati ricercati e testati alcuni
marcatori proteici caratteristici per i diversi tgtti endomembranosi della cellula. 1 geni
ricombinanti di queste proteine marcatrici sonaw@r dalla fusione della sequenza GFP
(Haseloffet al.,1997), YFP (Miyawaket al, 1997) o anche RFP (Campbeitlal.,2002)
con vari peptidi segnale e proteine del sistemaedrezione. Le diverse caratteristiche
ottiche con spettri di emissione ben distinti hachen permesso di co-localizzare
contemporaneamente RFP con GFP o YFP, dando umogpad esauriente dgdattern
fluorescente osservato.

Sono stati condotti diversi esperimenti per visardre tutte le parti essenziali del sistema
di secrezione: il RE (reticolo endoplasmico) usaR#d’-KDEL (De Domenicet al., in
preparazione), i dittiosomi del Golgi con ERD2-YMBrandizziet al, 2002; Rehmaret

al., 2008), il vacuolo litico ed i PVC (compartimergrovacuolari) con Aleu-GFP (Di
Sansebastianet al.,2001), il vacuolo neutro con GFP-Chi (Di Sansebastet al., 1998;
Fluckigeret al, 2003) e il tonoplasto con KCO1-GFP (Verwadifl, 2008).
All'osservazione al microscopio confocale, il mdoma RFP-KDEL si distribuiva
perfettamente nel reticolo endoplasmatico (RE) ed &en visibile nell'anello
rappresentato dall’involucro intorno al nucleo. €ontando le immagini dei protoplasti
ottenuti sia da foglie che da cellule in sospersisinnotava che nei protoplasti da colture
in sospensione vi erano delle irregolarita delcodti endoplasmatico (Fig. 32). Dal
momento che si distribuisce nell'intera cellulauogue abbia sede il RE, questo marcatore
e stato utilizzato come riferimento per gli altraroatori. Sono stati quindi compiuti degli
esperimenti di co-trasformazione in cui RFP-KDEIstata co-espressa alternativamente

con ERD2-YFP, GFP-Chi e Aleu-GFPpattern osservati durante la co-espressione non
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differivano, per nessuno dei marcatori, da quedesvati durante le trasformazioni con |l
costrutto singolo.

Il costrutto ERD2-YFP marca i dittiosomi del Golgei protoplasti ottenuti da sospensioni
cellulari di artemisia si notava che i dittiosomom sono cosi dinamici come
precedentemente osservato in altri sistemi ad e@senprotoplasti di tabacco. Nel caso
della cotrasformazione con RFP-KDEL, ERD2-YFP meacaon solo i dittiosomi ma
anche porzioni del reticolo endoplasmatico; quesservazione non sorpende affatto,
essendo ERD?2 il recettore del segnale KDEL (Fig. 83costrutto GFP-Chi marca |l
vacuolo neutro. Questo marcatore e trasportatoetiablo endoplasmatico al vacuolo con
bassa efficienza. In protoplasti i annuasi sono osservati casi di colocalizzazione in cui
GFP-Chi e RFP-KDEL si ritrovano entrambi nel reicendoplasmatico (Fig. 34, A e B).
In altri casi pero si poteva osservare che la GiiaPesportata completamente dal RE per
accumularsi nel vacuolo centrale e la sovrappaseziei dugatternera ridotta o del tutto
assente (Fig. 34 C).

Il vacuolo litico & evidenziato dal costrutto AlI&FP che differisce dal precedente
marcatore del vacuolo nel meccanismo di traspétdifferenza di GFP-Chi, Aleu-GFP e
trasportato velocemente dal RE al vacuolo grazieirmal specifica interazione segnale-
recettore e infatti non sono stati mai osservati dasovrapposizione tra la distribuzione di
Aleu-GFP e di RFP-KDEL. Il vacuolo litico nei prgasti da sospensioni cellulari si
evidenziava come un unico vacuolo di forma lobataue occupando la maggior parte del
volume cellulare, aveva un volume percentualmerniteora rispetto a quello dei vacuoli
ritrovati nei protoplasti ottenuti da foglia (Fig5).

Il costrutto KCO1-GFP marca il tonoplasto, seguendoontorni del vacuolo. Nei
protoplasti ottenuti da cellule in sospensione éodgie di Artemisia annuaion sono stati

evidenziati cambiamenti in termini di setti di segr@aone e frammentazione (Fig. 36).
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Fig. 32. Confronto tra protoplasti &i. annuaottenuti da cellule in sospensione (A) o da
foglie (B) trasformati con il costrutto RFP-KDELatva= 20um.

ERD2 YFP + RFP KDEL

ERD2 YFP RFP KDEL ERD2 YFP+RFP KDEL Visibile

Fig. 33. Sezione confocale di protoplastifdiemisia annud.., trasformati con i costrutti
ERD2-YFP e RFP-KDEL, barra= 20n.
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GFP CHI + RFP KDEL

RFP KDEL GFP CHI GFP CHI+RFP KDEL Visibile

Fig. 34. Sezione confocale di protoplastifdiemisia annud.., trasformati con i costrutti
GFP CHI e RFP KDEL, barra= 20m.

Aleu GFP+ RFP KDEL

RFP KDEL Aleu GFP Aleu GFP + RFP KDEL Visibile

Fig. 35 Sezione confocale di protoplastiAdiemisia annud.., trasformati con i costrutti
Aleu-GFP e RFP KDEL, barra= 20n.

KCO GFP

KCO GFP Autofluorescenza KCO GFP+ Autofluor Visibile

Fig. 36. Sezione confocale di protoplastiAdiemisia annud.., trasformati con il costrutti

KCO1-GFP, in viola I'autofluorescenza dei cloropilalsarra= 20um.
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FATTORI DI TRASCRIZIONE WRKY

In questo lavoro sono stati condotti esperimentiigentificare geni codificanti fattori di
trascrizione di tipo WRKY iArtemisia annua

E stata disegnata una coppia di primer degeneralia sbase delle sequenze
amminoacidiche conservate del fattore di trasaneiali cotoneGaWwRKY1 (Xu et al,
2004). E stato selezionato un primer nel domilgiocinezipper e uno nella regione
WRKY. | primer sono stati utilizzati per amplifiGafa regione corrispondente in campioni
di cDNA ottenuti a partire da RNA estratto da fegtli A. annua E stato ottenuto un
prodotto di PCR di 340 bp, che é stato clonatovetiore plasmidico PGEM T-easy e
quindi utilizzato per la trasformazione batteriG@ono state analizzate le sequenze dei
vettori ricombinanti e 'omologia di sequenza atdando il programma BLAST. L’'analisi
ha confermato che si trattava di un possibile g&fRKY di Artemisia annuasul quale
sono state disegnate coppie di primer specifici.

| risultati hanno permesso di identificare un prbolali amplificazione di 850 bp mediante
la tecnicaRace3’ e un frammento di 450 bp mediaface5’ che sono stati isolati, clonati
in un plasmide e analizzati a livello di sequenaal@otidica. Il confronto con le sequenze
disponibili in banche dati ha evidenziato in maaiénequivocabile che il prodotto di
amplificazione isolato corrispondeva ad un cDNA WRHKi 1278 nucleotidi e 324
aminoacidi. La sequenza denomindaWRKY3 conteneva un dominio WRKY, un
dominiozing-fingere unoleucine zipper.

La sequenza dhaWRKY3 e stata utilizzata per creare un costruttomehico contag
fluorescente: WRKY-GFP. Il costrutto WRKY-GFP étetattenuto fondendo la sequenza
WRKY con l'estremita N-terminale di GFP sotto ilntoollo del promotore forte 35S.
Come gia descritto nella sezione precedente, pladtli cellule in sospensione sono stati
trasformati transientemente con il nuovo costrutta, solo o in co-espressione con il
marcatore del RE, RFP-KDEL.

Il costrutto WRKY-GFP si localizzava specificament nucleo, cosi come tutti i fattori
di trascrizione (Fig. 37 B e C). Come controllotatas utilizzata la GFP citosolica che

marca il citosol cosi come il nucleo senza distinei(Fig. 37 A).
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WRKY GFP WRKY GFP+ RFP KDEL

RFP KDEL WRKY GFP WRKY GFP+ RFP KDEL

Fig. 37. Osservazione al microscopio confocale atedtrutto WRKY-GFP (B) e della
cotrasformazione con WRKY-GFP e RFP-KDEL (C). ILstatto GFP citosolico e

utilizzata come controllo (A), in viola I'autofluescenza dei cloroplasti; barra= 2.
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La malaria € una malattia febbrile acuta causatquadtro specie diverse di un protozoo
del generdPlasmodiumin particolare ilPlasmodium falciparumg la specie che provoca
la forma piu grave di malaria, responsabile del gn@gnumero di decessi. Per piu di 350
anni questa malattia € stata trattata con chinifar@aci chinino-derivati. Negli anni
alcuni ceppi diP. falciparum hanno sviluppato una farmaco-resistenza al chiniio
risultato, quindi, necessario sviluppare nuovi facipiu efficaci da utilizzare nella terapia
antimalarica. Un trattamento alternativo, efficaee sicuro, contro la malaria é
rappresentato dall’artemisinina, un principio aitiestratto da una pianta medicinale
cinese ArtemisiaannualL.

L’artemisinina attualmente disponibile non rieseegpa soddisfare la richiesta del mercato
internazionale poiché la principale fonte di questmposto sono le piante in campo, che
sSono soggette a variazioni stagionali e infestazidin patogeni. La produzione di
artemisinina risulta percid ancora notevolmentetaszs vista la scarsa quantita di
molecola presente nella pianta e il periodo pitittdisnitato della sua presenza nella pianta
stessa. Inoltre I'estrazione richiede un’attentpasgzione cromatografica dagli altri
costituenti dell’estratto vegetale. D’altra pardéedintesi chimica di artemisinina, a causa
della sua complessa struttura, risulta difficileadi@nere, con costi elevati e resa bassa. Per
tutti questi motivi molte risorse vengono investper aumentare la produzione di
artemisininan plantaattraverso le biotecnologie.

Le colturein vitro offrono la possibilita di utilizzare le cellule getali come “bio-
fabbriche”, per la produzione industriale di meigbwegetali, risolvendo non solo il
limite delle basse rese, ma anche quello dovuto stfigionabilita delle piante. Inoltre le
colturein vitro permettono di studiare il metabolismo cellulareamdizioni controllate.

La produzione di artemisinina in coltui@ vitro di Artemisia annual. potrebbe
rappresentare una valida alternativa alla prod@zidnquesto principio attivo in piante
coltivate anche se attualmente risulta ancorastersa economicamente poco vantaggioso
(Covello, 2008).

In questo lavoro sono state messe a punto caliurigro di Artemisia annud.., quali calli
cresciuti su terreni con diverse combinazioni oralore diverse linee di cellule in

sospensione. Una linea cellulare in particolareésrilevata in grado di produrre
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artemisinina sia a livello intracellulare che eggiulare. La produzione di artemisinina
extracellulare potrebbe essere dovuto alla lisiutzk, che in misura limitata avviene
naturalmente nelle cellule cresciute in beute @laseguente dispersione dei metaboliti nel
mezzo di coltura. D’altra parte la produzione ecgtlulare potrebbe esser dovuta a un
rilascio attivo di artemisinina dalle cellule nelemzo di coltura; a conferma di questa
ipotesi i livelli di artemisinina extracellulare mentavano durante il ciclo di subcoltura
parallelamente allaumento della biomassa. Ulteriadagini saranno necessarie per
chiarire definitivamente I'origine dell’artemisiramel mezzo. E interessante notare che la
produzione di artemisinina intracellulare nelle m®ssioni cellulari, espressa come/L,
mostrava un aumento graduale durante il ciclo dceliura, al contrario, il contenuto di
artemisinina intracellulare, espresso comg/g PS non ha mostrato variazioni
significative. Questi risultati indicano che la eapa biosintetica di queste cellule non
subiva variazioni significative durante il cicloglibcoltura. Proprio la capacita biosintetica
costante rendeva queste colturevitro di Artemisia annuaino strumento particolarmente
idoneo per valutare i diversi effetti provocati taglicitori sulla produzione di
artemisinina.

Gli elicitori sono sostanze che aggiunte in piccotecentrazioni alle colturen vitro
aumentano la biosintesi di specifici metabolitigetari. L'acido jasmonico e il suo metile,
metil jasmonato, aggiunti alle sospensioni celiukiimolano la produzione di numerosi
metaboliti secondari in pianta (Pauwetsal.,2008).

Il miconazolo & un antifungino, che inibisce la dasintesi degli steroli e indirizza |l
flusso del carbonio verso flathwaydei terpenoidi (Kudakasseet al., 1987). Towler ha
riportato che il trattamento con miconazolo indwcawn aumento significativo della
produzione di artemisinina in piantine Ali annua(Towler e Weathers, 2007). In questo
lavoro le cellule in sospensione sono state usitezper studiare gli effetti degli elicitori
biotici e abiotici sulla produzione di artemisinieaper chiarire I'effetto degli elicitori
abiotici sull’espressione dei geni coinvolti pathwaydi espressione dell’artemisinina.

Il metil jasmonato stimola la produzione di humeénoetaboliti secondari a basso peso
molecolare che sono coinvolti in numerose rispostta pianta. Molti esperimentn
planta mostrano che I'aggiunta esogena di metil jasmo(id@]A) aumenta I'espressione
di geni di svariatpathwaybiosintetici (Pauwelst al.,2008). Nelle sospensioni cellulari di
Artemisia annuaallestite in questo lavoro, e stato osservato IGggiunta di MeJA
provocava un aumento dei livelli di artemisininabisoi dopo l'inizio del trattamento,

indicando una risposta positiva delle cellule astjueelicitore. Effetti simili sono stati
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riportati in colturehairy rootsdi A. annuatrattate con acido jasmonico (Putalenal.,
2007). Nel nostro sistema, parallelamente all'imeato dei livelli di artemisinina in
cellule in sospensione, si € notato un aumento sgressione del gen€YP71AV1
(citocromo P450 monoossigenasi)risposta al trattamento con MeJA. Questo gehe,
codifica per unanonossigenasicatalizza I'ossidazione in tre stdpll’amorfa 4,11 diene
ad acido artemisinico (Teaddt al., 2006). Iltime coursedella produzione di artemisinina
aveva lo stesso andamento del profilo d’espressiehgeneCYP71AVQuesto suggerisce
che leffetto di elicitazione del MeJA sulla prodomze potrebbe esser dovuto alla
sovraespressione di questo gene. D’altra partaii [@br2 (aldeide artemisinicadl1(13)
reduttasi)e CPR (citocromo P450 reduttasinon hanno subito variazione d’espressione
durante il trattamento con MeJA. Quindi il geB&¥P71AV1 essendo regolato a livello
trascrizionale dal MeJA, potrebbe essere il carndiddeale nelle strategie di ingegneria
metabolica per aumentare i livelli di artemisin{@arettoet al.,2009).

Per quanto riguarda il trattamento con miconaztdosospensioni cellulari elicitate con
miconazolo 200puM hanno mostrato un aumento graduale di arteminBisogna
osservare che tale trattamento ha pero avuto igffegativi sulla vitalita cellulare. D’altra
parte concentrazioni piu basse e quindi meno tossiti miconazolo hanno indotto
soltanto un leggero aumento di artemisinina, cheepbe esser dovuto all’effetto del
solvente DMSO. L’incremento di artemisinina indottal DMSO e stato riportato anche
da Towler e Weathers (2007).

L’analisi di espressione ha mostrato che il trattatn con miconazolo 2G6M non aveva
effetto sul geneCYP71AV]1 mentre i geniDbr2 e CPR subivano un aumento di
espressione rispettivamente dopo 30 min e 4 ot 8&i). Dal momento che la regolazione
dei geni non sembrava correlata con 'aumento tinaisinina osservato dopo lunghi
trattamenti, si puo ritenere che il miconazolo icelwun aumento di artemisinina che
potrebbe essere indipendente dall’attivazione tizsoale dei geni della via biosintetica
(Caretto et al., 2009). Letteratura recente indica che gli ultimasgaggi della via
biosintetica dall’acido artemisinico all’artemisia siano dovuti ad una autossidazione
spontanea indipendente da catalisi enzimatica (Br@wy, 2004). Condizioni di stress che
coinvolgono la generazione di specie reattive defligeno (ROS), potrebbero aumentare
guesta trasformazione spontanea (Bw al, 2009). Il trattamento con miconazolo
inducendo danni cellulari che aumentano i livellRDS nelle cellule potrebbe favorire

questa trasformazione spontanea (Kobayeshi, 2002). Sarebbe interessante valutare il
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ruolo dei ROS in colture in sospensioniAdiannuaper individuare nuove delle strategie
per aumentare la produzione di artemisinina.

Nelle colture cellulari in sospensione non é staissibile osservare I'espressione del gene
ADS primo gene della via biosintetica, nonostanteivtentativi, forse a causa del basso
livello di espressione del gene stesso in cellmlsaspensione. D’altra parte Wallaart nel
2001 ha riportato I'impossibilita di trovare I'eggsione del genADS in piantine di
Artemisia annuache non avevano subito nessuno stress. Sembrdi queénessario fare
ulteriore chiarezza sul ruolo del geABSnelle colture in sospensioneAlitemisia annua
Alcuni elicitori, definiti biotici, come i funghiaumentano la produzione di metaboliti
secondari quando somministrati alle sospensiotileel Nel nostro sistema tra i diversi
estratti fungini testati, I'estratto dPenicillium verrucosumha indotto un aumento di
artemisinina nelle cellule in sospensionéddiemisia annuaSarebbe interessante valutare
le eventuali variazioni dell’'espressione dei gerdllad via biosintetica indotte dal
trattamento con l'estratto fungino.

La produzione di terpenoidi risulta difficile dasuilizzare in cellule in sospensione, con
tecniche di osservazione diretta. Nel corso di gutssi € stato messo a punto un metodo
di colorazione con il reagente NADI, che colorabdli-violetto i terpeni e quindi puo
evidenziare la presenza di artemisinina. Tale ezione, benché potenzialmente utile, e
comunque relativamente imprecisa e non da contta dehle identita delle strutture
evidenziate.

Allo scopo di disporre di un sistema cellulare pieente manipolabile con le piu recenti
tecniche di studioit vivd’, in questo lavoro di tesi & stato messo a puntgretocollo di
isolamento e trasformazione di protoplasti sia dBule in sospensione sia da piantine
micropropagate dirtemisia annual protoplasti hanno il vantaggio, rispetto aldlgle in
sospensione, di non avere la parete cellulare edgudi poter essere agevolmente
trasformati con geni esogeni o colorati con numemtarcatori vitali, per consentire una
migliore visualizzazione al microscopio permettendoa puntuale analisi citologica
durante le fasi di elicitazione dei processi deresse. In prospettiva, sarebbe interessante
indagare sui legami possibili tra biosintesi e poato/accumulo di artemisinina,
monitorando i cambiamenti subcellulari delle endorbmne nelle cellule in coltura
quando elicitate per Il'induzione dell'artemisininb.risultati raggiunti in questa tesi
forniscono le basi per questi esperimenti. Priméutio e stato verificato la possibilita di
effettuare I'analisi subcellulare delle endomenbkrandei compartimenti delle colture in

sospensione ed in secondo luogo e stata verifieatgossibilita di esprimere fattori di
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trascrizione con una corretta localizzazione nueleacoinvolti nel pathway
dell'artemisinina. Sono state visualizzate tutt@aeti essenziali del sistema di secrezione:
il reticolo endoplasmatico i dittiosomi del Golgi, vacuolo litico ed i compartimenti
provacuolari, il vacuolo neutro e il tonoplastombarcatori con GFP hanno mostrato il
patternatteso anche nel caso di colocalizzazione traerdi costrutti ed il marcatore del
reticolo endoplasmatico ottenuto con RFP (HantBnamdizzi 2006, Uemurat al,, 2004).
Un altro aspetto della ricerca e stato quello dintdicare geni codificanti fattori di
trascrizione in grado di influenzare la biosintedi terpenoidi e nello specifico
dell’'artemisinina. In particolare I' attenzione t&ata focalizzata sulla famiglia di fattori di
trascrizione WRKY. | fattori di trascrizione WRKXd@si chiamati per la presenza di una
sequenza amminoacidica wrky) hanno la capacit@gblare I'espressione di molti geni
coinvolti nelle risposte delle piante a diversisgili 0 stress ambientali (Eulgest al,
2000); inoltre, sono in grado di influenzare divegeni coinvolti in processi fisiologici
delle piante come lo sviluppo dei tricomi e la sme®za (Johnsaat al, 2002). Nel 2004 é
stato isolato in cotone un fattore di trascrizibW&RKY (GawWRKY1) che mostrava di
avere un ruolo nella regolazione di ums@squiterpene ciclas{(Xu et al., 2004).
Recentemente Ma e collaboratori hanno isolat@itemisia annuail primo fattore di
trascrizione WRKY AaWRKY1) e hanno suggerito come questo fattore dictiaione
regoli la via biosintetica dell’artemisinina riusckd a modulare il promotore del gene
amorfa diene sintasiGli stessi autori hanno isolato un altro fattdrérascrizione WRKY
in Artemisia annua A4RKY2 (Ma et al., 2009). In guesto lavoro e stato identificato e
caratterizzato un nuovo fattore di trascrizione WRK Artemisia annua,denominato
AaWRKY3, che potrebbe avere un ruolo nella regolaziowlella biosintesi
dell'artemisinina. Per indagare sull’espression@alVRKY 3, il gene e stato utilizzato per
creare un costrutto chimerico ctayg fluorescente: WRKY:GFP. L’analisi confocale dei
protoplasti trasformati con il costrutto WRKY:GFR bonfermato la sua identita di fattore
di trascrizione mostrando la corretta localizzagiospecifica all’interno del nucleo.
Sarebbe interessante valutare leffetto della ssaressione sulla produzione di
artemisinina in colture cellulari in sospensionéddannua

Il connubio tra la trasformazione dei protoplastiuso di proteine cortag fluorescenti
apre prospettive incoraggianti per lo studio, anghecellule di artemisia, della
distribuzione degli enzimi coinvolti nella sinte$el principio attivo artemisinina e delle

proteine coinvolte nel processo di accumulo.

79



Concludendo, i risultati presentati in questo lavordicano che le colture in sospensione
di Artemisia annuaappresentano un sistema particolarmente utilstoeare gli effetti di
elicitori chimici e biotici sulla modulazione delfaoduzione di artemisinina e per studiare

la regolazione della via biosintetica di questoant@nte antimalarico.
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