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Biotechnologies for sustainable production of bio-based commodities
and specialty products in a cardoon-based biorefinery

«ll ruolo della genetica e delle biotecnologie a supporto dello sviluppo
sostenibile: la produzione di colture cellulari modificate»
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IL CARDO COME COLTURA DAI MOLTEPLICI USI
Valorizzazione coltivazioni su terreni marginali non in competizione con food
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La coltivazione richiede un low input agronomico
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Physiological, Biochemical, and Metabolic Responses
to Short and Prolonged Saline Stress in Two
Cultivated Cardoon Genotypes

Teresa Docimo +*), Rosalba De Stefano !, Elisa Cappetta 1, Anna Lisa Piccinelli 20,
Rita Celano 2, Monica De Palma !® and Marina Tucci 1-#

100mM Nacl

La coltivazione € stagionale e la produzione di metaboliti di interesse puo essere
fortemente influenzata dalle condizioni climatiche



| NOSTRI OBIETTIVI

Favorire in colture cellulari di cardo la produzione di elevate quantita’ di molecole utili come
“building block” per la creazione di biopolimeri

Incremento di acido oleico (IBBR) Riduzione della lignina per aumentare
la biodisponibilita di cellulosa (IBBA)
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Questi nuovi biopolimeri biodegradabili dovranno
sostituire le microplastiche presenti nei detergenti
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LA NOSTRA STRATEGIA

Scale-up

Selezione

Profiling

Ingegneria metabolica

Colture ingegnerizzate



Biosintesi degli acidi grassi

Phosphoenolpyruvate PLASTIDS OIL BODY
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Pyruvate
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AcetylCoA == Malonyl-CoA
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Propionyl-ACP == Malonyl-ACP

Palmitoyl-ACP === Palmitic acid == C16:0-CoA

Linolenic acid l Palmitoleic acid==» C16:1-CoA
Linoleic acid  SterovlF-ACP ciearicacid == C18:0-CoA
FAD2 ! sAD |
Oleic acid == Oleoyl-ACP === Oleicacid =% C18:1-CoA
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Selezione genica
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The whole genome SSR markers database of globe artichoke

: Zea mays Physcomitrella patens
AR AGPv ASM242v1

Edit favourites

DISAFA

All genomes

The genome sequence of the outbreeding globe artichoke constructed de novo incorporating a phase-
aware low-pass sequencing strategy of F1 progeny.

Scaglione D, Reyes-Chin-Wo S, Acquadro A et al. 2016. Scientific Reports. 6:19427.

Data mining per individuare le sequenze dei geni FAD e SAD in Cynara cardunculus
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Caratterizzazione geni SAD e FAD

XM_025110267.1 : C. cardunculus var. scolymus SAD

100 25110975.1 : C. cardunculus var. scolymus S

0 L————— XM_023873428.1 : Lactuca sativa SAD

45 XM_023023317.1 : Olea europaea var. sylvestris SAD

AF139377.1 Lupinus luteus SAD

100 XM_013610959.2 : Medicago truncatula SAD

100 XM_004498324.2 : Cicer arietinum SAD
100 NM_001323745.1 Ricinus communis SAD

EU878552.1 Ricinus communis (SAD3)
100 _|: XM_021747454.1 : Manihot esculenta SAD
85 XM_012210693.2 : Jatropha curcas SAD

XM_031403542.1 : Pistacia vera SAD

] S KP704667.1 Theobroma cacao SAD

AAK26633.1 COFADZ ==y
AALE8982.1 HaFAD2
AAF04093.1 VgFAD2
AAF04094.1 VgFAD2
AAL68983.1 HaFAD2
CAA76157.1 CpFAD2

House keeping-type
AABB0696.7 PcFAD2 FADZ
BAC22091.1 SoFAD2
AAC31698.1 BoFAD2
AAL23676.1 PaFAD2
AABO00860.1 GmFAD2
E CAAT1199.1 GhFAD2
AAL3T484.1 GhFAD2
AAA32TEL1 AFAD2
CAA62578.1 BjFAD2
AAD19742.1 BcFAD2
AAF78778.1 BnFAD2
ABR27357.1 BjFAD2

AAFBO560.1 SIFAD2

AAF82294.1 AdFADZ Seed-type
AABO0B59. 1GmFAD2

CAAB5744.1 GhFAD2
AAS57577.1 EIFAD2
AANST574.1 VIFAD2
— AALGBI81.1 HaFAD2
—
XP_024965441.1 CcFAD2
XP_024967089.1 CcFAD
XP_024967091.1 CcFAD

-. XP_024967088.1 CcFAD

XP_024967087.1 CcFAD

—— CAAS55121.1 SoFAD2

AAAS50158.1 GmFADS
L'__Enanszaaﬁ,unns \‘\Hff
AAAS0157.1 BoFAD6 b :".:C:o"; b c O t
AAO74570.1 TkFAD2 N7

FAD6

In Cynara cardunculus sembrano essere
presenti 4 SAD . La sequenza di SAD2 é stata
isolata, sequenziata ed usata per valutare
I'espressione genica e successivamente per la
sovraespressione

caonters s | geni FAD sono presenti in numerose isoforme (circa 30)
carisar 1 serao: ma tre risultano essere maggiormente coinvolte nella
FAD2 formazione di acido linoleico FAD2.1, FAD2.2 e FAD6



Selezione genotipo e tessuto

Fatty SEEDS HYPOCOTYLS COTYLEDONS LEAVES

acids GIGANTE SPAGNOLO  B.AVORIO  GIGANTE  SPAGNOLO B. AVORIO GIGANTE SPAGNOLO  B.AVORIO  GIGANTE | SPAGNOLO |B. AVORIO
Oleic 19.271a 18.395b 15.828c 6.54c 7.869b 12.278a n.d. 9.737a 8.240b 10.524b | 15.519a 6.592c
(C18:1)

Linoleic 13.684c 27.34a 21.212b 37.892b 38.954b 45.434a 8.935¢ 12.997b 24.714a 12.806b  \37.460a 9.197c
(C18:2)

SAD, FAD profilo trascrizionale in Spagnolo
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Changes in Phenolics and Fatty Acids Composition
and Related Gene Expression during the
Development from Seed to Leaves of Three
Cultivated Cardoon Genotypes
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Callogenesi

Colture di callo di C. cardunculus prodotte da piantine di cardo Spagnolo

Callogenesi su substrato GB5

Ottenimento di colture di cellule in Callo friabile
sospensione da callo friabile
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Elicitazione di colture di callo mediante stress abiotici

Chilling stress Salt Stress
8 B8

La crescita dei calli in condizioni di stress risulta ridotta.

In condizioni di stress da raffreddamento la crescita si reduce nei
primi sette giorni per poi riprendere nei giorni successivi. In
condizioni di stress salino la crescita si reduce in maniera
proporzionale all’intensta dello stress .
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LA NOSTRA STRATEGIA
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Ingegneria metabolica
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Modificazione genetica del flusso metabolico mediante geni biosintetici e regolatori
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Protocollo di trasformazione

suspension
L] b-
Callogenesis establishment

Propagation
of transgenic
lines
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Co-inoculum

with A.

tumefaciens

Selection

Transfer to
solid medium




Trasformazione genetica di calli di cardo: Risultati

o .
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Conclusioni

v’ Selezione genotipo e tessuto per callogenesi
v Ottenimento colture di callo e colture liquide
v Ottenimento calli transgenici
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>  Analisi biochimiche dei trasformanti
»  Scale up colture liquide
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