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La vaniglia e una spezia aromatica
ottenuta dalla fermentazione dei frutti
(baccelli) di orchidee del genere Vanillg,
native di regioni tropicali e subtropicali.




Il consumo di prodotti commerciali a base di
vaniglia € una realta consolidata nel mercato
agroalimentare internazionale e recenti
previsioni economiche indicano che questo
subira un ulteriore incremento nei prossimi anni.
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Attualmente la produzione di vaniglia si basa su:

Processo naturale Processo industriale
Raccolta e fermentazione di baccelli maturi di Sintesi chimica di vanillina (la principale molecola
vaniglia, ma... responsabile dell'aroma) da varie fonti, ma...
e una produzione lunga e con basse rese il prodotto non e paragonabile a quello naturale

per la minore complessita del bouquet aromatico;
il processo risulta inoltre poco sostenibile da un
punto di vista ambientale.
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@) H _CHs Le colture vegetali in vitro rappresentano un moderno
strumento biotecnologico, rispettoso dell’lambiente ed
OH economicamente piu vantaggioso, per la produzione di
O__OH metaboliti ad elevato interesse applicativo (per
esempio nutraceutico, farmaceutico, tintorio,
O cosmetico, ecc.).
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La produzione di colture vegetali in vitro
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Tuttavia, vi possono essere delle criticita nella produzione di colture cellulari in vitro.

In particolare, la messa a punto di nuovi protocolli volti ad identificare le
condizioni ideali per lo sviluppo di colture cellulari verso specie recalcitranti,
come lo e vaniglia, rappresenta uno dei punti cruciali di questo approccio
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Tessuti prelevati da piante Colture cellulari  Sospensioni cellulari
di Vanilla planifolia (calli)



Inizialmente, sono state prelevate parti di foglie e fusto di piante di V. planifolia cresciute in serra.
Tali espianti sono stati poi sterilizzati, disposti in due specifici terreni di coltura gelificati con I'laggiunta di
diverse combinazioni di fitormoni e posti in condizioni di luce o buio.

Removal of somatic tissues

into cell culture medium Auxin+cytokinin

Dedifferentiation Proliferation / callus
(Stem cell-like state) formation



In queste condizioni di coltura, gli espianti hanno dato origine, dopo circa 6-8 settimane, a protocormi, ossia
strutture vegetali parzialmente sdifferenziate con caratteristiche morfologiche intermedie tra un callo
(tessuto completamente sdifferenziato) e un tessuto adulto (completamente differenziato).

Protocormi mantenuti alla luce su terreno B5 con Protocormi mantenuti al buio su terreno B5 con
picloram 0.5 mg/L e BAP 2 mg/L picloram 0.25 mg/L e BAP 3 mg/L



Alcuni protocormi in mantenimento alla luce
tendevano a differenziare e a formare strutture
organizzate, come ad esempio alcuni abbozzi di
germogli  (indicati dalla  freccia  rossa
nell'immagine).

Dopo varie prove di trasferimento e
mantenimento su mezzo di coltura MS e stato
sviluppato un protocollo per rigenerare in vitro
I’intera pianta di vaniglia.
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Queste piante possono essere utilizzate per
produrre nuovi espianti da testare in nuove
condizioni di coltura, evitando pertanto la fase
iniziale di sterilizzazione di tessuti prelevati da
piante cresciute in ambiente non sterile.




Altri protocormi, invece, hanno mantenuto uno
stato piu indifferenziato rispetto ad altri.

Tuttavia, vari tentativi di trasferimento e coltura
non hanno portato al completo sdifferenziamento
a callo.

Protocormi mantenuti al buio su terreno B5 con
tidiazuron 0.1 mg/L



Inoltre, le analisi metabolomiche, condotte mediante spettrometria di massa, dei protocormi hanno
evidenziato che questi non producono livelli apprezzabili di vanillina o di suoi derivati.
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Produzione di estratti vegetali
per analisi metabolomica

Analisi con
spettrometro di
massa ad alta
risoluzione

Protocormi di V. planifolia
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Ulteriori prove per lo sviluppo di colture cellulari di vaniglia sono state effettuate partendo da
espianti di organi riproduttivi, nei quali la vanillina puo essere prodotta o accumulata in
determinati stadi di sviluppo (es. placenta del seme all’interno del baccello).

Studio microscopico dei baccelli e dissezione per individuare i

tessuti dal quale produrre gli espianti
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Baccelli di vaniglia di 8 mesi
provenienti dalle isole Mauritius




Mesocarpo
esterno

Mesocarpo
Interno

semi

Placenta

Sezione trasversale del baccello di vaniglia fotografata allo stereomicroscopio



La riproduzione dell’'unico protocollo disponibile in letteratura per lo
sviluppo di calli friabili di vaniglia a partire da espianti di placenta e
semi immaturi non ha ancora portato allo sviluppo della coltura
cellulare con le caratteristiche desiderate. Nuove condizioni colturali

devono pertanto essere testate.

Tessuto interno del

baccello di vaniglia Semi di vaniglia
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Vanilla (Vanilla planifolia Jacks.) cell suspension cultures:
establishment, characterization, and applications

Marco A. Ramirez-Mosqueda' - Lourdes G. Iglesias-Andreu’

Espianti di placenta e semi su MS con
tidiazuron 0.45 uM
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