Storia e campi di applicazione

Le modeme Biotecnologic microbiche travano il loro fondamento nelle
fermentazioni mdusum.ﬁ.c Con questo termine si & soliti indicare i proces-
si, sviluppari a partite dai primi anni del Novecento, di coltura su larga
scala di microrganismi per E produzione ¢ isolamento di sostanze chimi-
camente definire del metabolismo microbico avenu valore economico.
Questa definizinae distingue chiaramente le fermentazioni industriali dai
processi fermentacivi, usati su base empirica da millenni, per la prodizio-
ne di bevande alcoliche (vino, birra, saké ecc.}, per la lievitazione del pane
¢ per la conversione del fare in alimenti meno deperibili (yogure ecc.), In
turti questi casi 'obbiertivo era la crasformazione integrale di un alimento
in un altro meno deperibile o ril‘x desiderabile. senza alcuna conoscenza
dei microrganismi {i cosiddetti “fermenti”) che operavano la trasformazio-
ne ¢ delle rexzioni chimiche coinvolte,

1.1 LE ORIGINI

Le prime fermentazioni industriali furono sostanzialmente uno sviluppo
razionale dei processi fermentativi empirici basato sulla scoperta che la fer-
mentazione era dovuta a microrganismi. Si era infatti compreso che que-
sti processi erana turti dovat al mesabolismo anaerobico di alcuni micror-

nismi, sia anacrobici che aerobici facoltadvi. Con questo tipo di meta-

lismo |'encrgia per la crescita viene rcavara dalla erasformazione del glu-
cosio in molecole a minor contenuro energetico, quali etanolo « CO; o
acido latrico, La differenza di contenuto encrgerico tra il prodotto di par-
tenza e i prodotti finali & piccola e quindi anche per una crescita modera-
ta ¢ necessania la trasformazione di grandi quantica di substrato con il con-
seguente accumulo di grandi quanticd di prodotd finali. Levidente accu-
mulo di questi prodotu ¢ stata l'origine nell'antichicd dei processs empiri-
¢i tadizionali ¢ dalla fine del diciannovesimo secolo ai primi decenni del
Novecento ['origine dei primi processi fermentacivi induseriali. Le fermen-
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tazioni anacrobiche costituiscono quindi il soggerio della prima sezione di
questo capitolo.

La produzione della birra richiede preventivamente 1'idrolisi dell’ami-
do dei cereali. Tradizionalmenre questa veniva effetruata empiricamente
con il malto, un estratto di orzo gesminaro riceo di amilasi. fine del-
I'Owrocento si scopri che enzimi amilolitici erano prodotti durante b cre-
scita acrobica da diverse muffe (termine comune per indicase i funghi
microscopici filamentosi) e si ebbero i primi tencarivi di produrre a:iliai
industrialmente. Le fermentazioni per la produzione su larga scala di enzi-
mi idrolitici da funghi e da batteri furono turtavia realizzare solo diversi
decenni piis tardi, grazie a decisive innovazioni secnologiche.

Nei primi decenni del Novecento si intravide I possibilita di produr-
re metaboliti primari, che venivano escreti in modeste quantitd durante la
aescita acrobica di aleuni microrganismi. Queste sostanze, facendo parte
del metabolismo intermedio, non potevane accumularsi in quanirh rile-
vanti durance la crescita in condizioni fisiologiche. Una produzione rile-
vante poteva essere ottenuia solo alterando il merabolismo, generalmente
facemz:o mancare uno o pils nutrienti essenziali come le font di azoto per
Pacido citrico © la biotina per Vacido glutammico. Con l'aumento delle
conoscenze biochimiche si cercd di interferire sull'artivith di determinati
enzimi, mediante inibitori specifici o selerionando mutanti alro-produten-
ri. Solamente negli anni sessanea la completa conoscenza delle vie biosin-
tetiche degli aminoacidi ¢ dei relativi meceanismi di regolazione permise
ka razionale utilizzazione di tecniche genetiche per la produzione in gran-
di quantici di questi nutriend essenziali. Tnoltre particolari organismi sono
stari utilizzati per efferruare speci reaziont chimiche, le cosidderte
“wasformazioni  biologiche”. Complessivamente queste fermentazioni,
oggenio della seconda sezione di questo capitolo, per le condizioni in cui

ono effettuate, vengono dette fermentazioni aerobiche,
metaboliti secondari sono il prodotro della differenziazione chimica
che frequentemente accompagna la differenziazione morfologica, ciot la
fase finale di una coltura di microrganismi. Presentano strurture ¢ funzio-
ni diverse, che vanno dalla comunicazione tra cellula e cdlula dello seesso
organismo 4 funzioni nell'ecosistema in cui vivono, come antagonismo o
sinergismo, | metaboliti secondari it noti, ¢ rilevanti per le fermentazio-
ni industriali, sono gli antibiotici. La terza sezione del capitolo descrive il
Eroceuo di isolamento ¢ selexione dei microrganismi produttori di anti-
iotici iniziato da Selman Waksman nel 1940, proseguito e migliorato
con grande successo nei decenni successivi. Vengono anche sinteticamen-
te descritte Je recniche che hanno permesso un incremento di diversi ardi-
ni di grandezza nella produn[i:viti ddlzel;clzmcnmzionj industriali,

Lultima sczione rigguarda lorigine dell'ingegneria genetica. L tec-
nologia, basaca sul DNA timbix'ﬂnu:. ha portaco oot?:n":uti cn?ru:i 2 tut-
w le discipline biotecnologiche, dalla medicina, alla fermentazione indu-
sriale, all'agricoltura, alla zootecnia. Le prime applicazioni pratiche del
DNA ricombinante sono parte delle biotecnologie microbiche, in quanto
riguardano la produzione di proteine eterologhe da parte di colture di
microrganismi, ¢ vengono quindi brevemente descritee in questa sezione.
Gli uleeriori eccezionali dsulsmti ottenuri con questa recnica in diversi
asperti delle biotecnologie microbiche non sono tratati in detraglio, in
quanto pils che della storia fanno parte della cronaca dei nostri giomi.
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1.1.1 Le premesse scientifiche

La transizione dall'empirismo al metodo sperimentale che diede origine a
una nuova disciplina saientifica, la microbiologia, e alla sua applicazione
pratica, la biotecnologia, ¢ dovara al genio del chimico francese Louis
Pasteur. Quest, nel 1856, chiamarto in soccorso da un produttore di alcol
che aveva continui problemi con le fermentazioni nella produzione dal
succo di barbabietols, confrontd al micrescopio (strumento che aveva pre-
cedentemente usato per separare i cristalli levogini da quelli destrogiri di
acido rararico) il deposito di un tino dove si osservava una buona fermen-
tazione con quello di un secondo nel quale s formava solo un miscuglio
acido. Notd che contenevano due diversi tpi di microrganismi: nel primo
erano presenti corpuscoli tondeggiand con qualche gemma (un lievito),

precedentemente osservan nei mosti per la produzione del vino;
nell'alero si evidenziava un formicolio di piccolissimi bastoncini {un larto-
bacillo). Dedusse, in contrasto con quanto vigorosamente asserito dai piu
famosi chimici del tempo, che la fermenrtazione alcolica ena effertuana da
microtganismi viventi, in particolare dai lieviti.

Per dimostrare quests ipoeesi Pastear si convertl da chimico in biolo-
go: rinsch a colrivare il lievieo in un mezzo di coltura minimo ¢ dimostrdy
che queste colture potevano convertire in akeol quanticd notevoli di zuc-
cheri per lungo rempo. Dimascrd inoltre che § batteri contaminanti erano
gli agend di un'alees fermentazione il cui prodotto era 'acido lactico. Suc-
cessivamente isold un contaminante dei mose del vino che fermentava
producendo acido butirrico. Osservd che questo microrganismo (un clo-
stricdio) cresceva solamente in assenza di ana, scoprendo il fenomeno del-
Fanaerobiosi. Dimostrd che anche la fermentazione alcolica avviene solo
in assenza di aria, mentre 'aerazione porta a una crescits vigorosa del lic-
vito. Nel corso di famosi esperimenti, che demolirono le presuate prove
della generazione spontanca, dimostro che i lieviti non si formavane spon-
taneamente nel mosto ma provenivano dalla buccia degh acini d'uva, Tl
succo estratto dall interno £ un acine con un ago sottile non fermentava.
Nel corso di lunghi anni si dedicd all'applicazione delk sue scoperte; indi-
vidud F'agente della trasformazione dell’alcol in acido acetico e migliora il
processo di produzione dell’acero, Mise a disposizione des vignaioli ¢ dei
produttori di birra le sue conoscenze ¢ ided un metodo semplice per 'eli-
minazione dei vari microbl contaminand ke fermentaziont: la pastorizza-
zione,

Nel 1877, a cinquantacinque anni, si appassiond agli aspett medici
della microbiologia ¢ si dedich soprartutto nﬁx ricerca ¢ produzione dei
vaccini. Abbandond quindi le ricerche sulla fermenrazione, ma la strada
€ra Ormai (racciata.

La microbiologia di Pasteur, che rendeva pit al risultato che all'im-
pianto tearico, fu rapidamente sviluppata in una rigorosa disciplina
scientifica per l'opera di diversi ricercatori. Eminente tra questi fu
Robert Koch, che con la sua instancabile indagine sui microbi causanti
le malartie infeative, coronara da imporeanti successi, cred le basi della
microbiologia medica. Per dimoserare rigorosamente la validica dei suoi
nisultadi introdusse, nel periodo 1877-1881, nuove tecniche che si dimo-
strarono preziose anche in altre applicazioni della microbiologia. In par-
ticolare, metodi per ottenere coloure pure {Pasteur unilizzava necessaria-
mente colture in cui il microrganismo desiderato fosse semplicemente



1 8 Stoda o cargl di moDicaEons SEN UTB AR08 10032

dominante), tra cui la coltura su terreno solido, sulla cui superficie sin-
gole cellule originano distinte colonic (cloni). Il metodo fu perfezionaro
dall'uso di agar come addensante suggerito da Fanny Eilshemius, moglie
del microbiologo Walter Hesse, che utilizzava questo ingrediente per la
cucina.

Contribun important sia alla microbiologia generale che applicata
turone portan da ricescatori di wueti § Paesi curopei. Nel 1877, in Inghil-
terra, John Tyndall scopriva che alcuni bacilli si potevano rasformare in
sporc, resistenti lll'cbum:zionc anche per diverse ore. Tutzavia le spore
venivano sterilizzate se trattate con vapore a 120" C per breve tempo. Inol-
tre propose una variante della pastorizzazione, che consisteva nel tenere
per quakche tempo il mezzo di coleura a una remperatura moderata per
permettere la germinazione delle spore ¢ successivamente portarlo alla
temperatura non permissiva (55-60 °C). Sempre in Inghilterra, Joseph
Lister, studiando nel 1778 La fermentazione del latte, osservd |z produszio-
ne di acido lattico da una coliuea pura di Bacterium Laceis,

Molto importante, sia dal punto di vista reorico che prarico & stato il
lavoro di Emil Christian Hansen dell'lstituto di ricerche Carlsberg in
Danimarca, Nel 1883 dimaoserd che vi erano diverse specie {oggi diremmo
generi) di lieviti, non turd adard alla fermencazione, anai :E::m decisa-
mente nocivi. Sviluppd la recaica per ottenere colture pure dei varn lievisi
¢ wsolb Saccharomyces carsbergensis, wittora preferito per la produzione di
birra lager. Pasteur aveva notaro che la fermentazione butirrica produceva
bu come prodorto secondario. Seguendo questa indicazione I'olan-
dese Martinus Beijerinck nel 1893 isolo I'anacrobio Clestridium butyls-
cwm, che coltivaro su malto produceva butanolo. Pill tardi si dimosted che
a seconda del mezzo di coltura questo organismo produceva busanolo e
isopropanolo in rapporto variabile | ).

L3 controversia tra chimici ¢ microbiologi continuava, | primi aveva-
no accertato ka tesi che i lieviti fossero organismi viventi. ma sostencvano
che la fermentazione era dovura a reazioni chimiche catalizzate da mole-
cole complesse presenti sulla superficie delle cellule e non avesse alcun ruo-
lo nei processi vitali delle stesse. Erano infatti note diverse sostanze com-
plesse, come la diastasi dell’orzo, che catalizzavano i witre specifiche rea-
zioni chimiche, Marcelin Berthelor. a sostegno di questa tesi, dimaoserd
che il mezzo di coltura del lievito, allontanace ke cellule per filtrazione, era
capace di convertire (] saccarosio in glucosio ¢ fruttosio, e riusch a ottene-
re 'enzima responsabile (invertasi) stato solido,

In parte la controversia era di natura linguistica: chimici e biologi usa-
vano lo stesso termine “ferment® per due enrita diverse. Kune nel 1878
propose di riscrvare il termine “ferment” agli organismi e di riferiesi i
“fermeni solubili” (o diastasi) con il avovo termine di “enzimi®. La que-
stione fu nsolta da Edvard Buchner, che nel 1897 pubblico il fondamen-
tabe lavoro Uber Alkohnlische Garsing olbne Hefezellen (Sulla Fermentazione
Aleolica senza Cellule di Lievito), In pratica si confermava che la fermenta-
zione era dovata a organismi viventi, ma che era l'opera di reazioni enzi-
matiche artive anche al di fuori dell’'organismo. Questa fu l'origine di una
nuova disciplina scientifica, la biochimica. La possibilit di octencre la fer-
mengazione in sistermi acellulari rese inizialmente possibile I'identificazio-
ne delle reazioni tipiche delle varie fermentazioni ¢, nei due decenni suc-
cessivi, dell'intero processo della glicolisi.
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1.2 LE FERMENTAZIONI ANAEROBICHE

1.2.1 Uevoluzione delle fermentazioni artigianali in
fermentazioni industriali

Etanolo

Per quanto riguarda 'etanolo non & possibile fissare una data in cui la pro-
duzione industriale ehbe inizio. Questa fu infarti il risulearo di uno svilup-
po graduale di processi artigianali durato almeno un secolo. Infacti, gia nei
primi decenni dell'Owecento in Francia, ad esempio, era prodoteo alcol
per uso industriale per fermentazione delle melasse di canna da zucchero
e successiva distllazione. Quando durante ke guesre napoleoniche il rifor-
nimento della materia prima venne a mancare, si sviluppd la fermentazio-
ne da estrato di barbabietole. Turtavia non si ebbero miglioramenri signi-
hcarivi del processo sino alla seconda meta del secolo, quando fu introdot-
ta la pastorizzazione ¢ l'uso di ceppi di lievito selezionari.

La produzione industriale vera ¢ propria fiori nei primi decenni del
Novecento, favorita da due imporeanti innovazioni: la sintesi dell’amemo-
niaca dall'azoto atmosferico, processo che permise di crescere il lievito su
terreni di colrura molto economid, ¢ lo sviluppo della distillazione conti-
nua, che consentl di oteenere alcol ad ala gradazione con ortime rese. In
Inghilterra ¢ in America la produzione era basata sulla larga disponibilica
di melasse di canna poco costose. In Germania, principalmente sull’ami-
do di parata, che doveva perd essere idrolizzato con malto; in Italia, sulle
barbabictole. Da questi esempi ¢ evidente la dipendenza della fermenta-
tione industriale dell"alcol dalla disponibilisa delle materie prime e in uld-
ma analisi dall'agricoltura, La pressione per Putilizzazione della produzio-
ne agricola in eccesso & stata uno degli stimoli per le fermentazioni in
generale ¢ in particolare per la produzione di alcol, da urilizzare tra Palero
come carburante, La questione & ructora dibattuta anche a livello politico.

La dispoaibilit di surplus agricoli ha indorto a sviluppare negli anni
trenta fa produzione di alcol da amido di granoturco. In America wriliz-
zndo lidrolisi tradizionale con malto, in Furopa con una importante
innovazione, il metodo Amylo, piiy semplice ed economicamente pii con-
veniente. Questo processo utilizza per l'idrolisi I'amilasi secreta da funghi
del genere Rbizopas, che vengono cresciuti assieme al lievito in un unico
fermentatore (fig, 1.2)

Lo sviluppo di processi industriali per la produzione di etanolo & con-
tnuate senza interruzione fino at giorni nostri, sia per quanto riguarda il
materiale di partenza che per il processo della fermentazione, In Brasile e
negli Stati Uniti J'etanclo costituisce oggi una percentuale non trascurabi-
le dei carburanu.

Acido lattico e lievito alimentare

In Germania durante b prima guerra mondiale la richiessa di acido lacti-
o (usato tra l'altro per irﬂuido dei sistemi frenanti) stimold la ricerca di
un processo fermentativo industriale, Questo fu svilupparo al famoso
“Instituee fur Garungerswerbe” diretro da Max Delbruck (zio del piti noto
biofisico omonima). Venne realizzato un processo molto efficiente basaco
su Laceobacilius delbrueckis, considerato per decenni il miglior agente per
la fermentazione lactica. Anche dopo la Ewm la Germania fu, per diver-
si anni, ka maggior produrtrice di acido lattico.
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Figura 1.2
Fermentatore per la
produzione di etancle da

granatieco con il processo

Notare N sstema di
rimescolamento della massa
dl fermentazione costituita
da salds d’amido ottenuta
per cottura del granoturco
{da Giua, M. ¢ Giua-Lolkni,
G., "Fermentatore amyio”,
Dizionario di Chimica
Gonerale @ Industriale,
UTET. Torino, 1933).

Nello stesso periodo Max Delbruck, che da tempo studiava Je propreta
nurrizionali dei lieviti (in partcolare di Torudopsis utilis), ne propose la pro-
duzione su scala per alleviase lu scarsita di prodotti alimentari, di cui

saffriva la Germania. Crescendo su melasse di barbabictole ¢ sali di ammo-
nio il lievito convertiva l'izoto inorganico in sostanze organiche azoraze, 1l
rmomo era cconomico, dato il basso costo dell'ammoniaca prodota con
a sintesi di Haber, Si stima che durance la guerra il 60% delle proteine del-
l'alimentazione animale fosse fornito dal lievito cost prodorea

1.2.2 Fermentazioni anaerobiche innovative

La produzione di acetone-butanolo

1l progresso della biotecnologia e della chimica degli ultimi decenni dimo-
strava la possibilita di produrre per via fermentativa marerie prime hlﬁ
mente richieste dall'industria chimica in grande espansione all'inizio
ventesimo secolo. Tra Taltro si avvertiva un'eccessiva dipendenza dalle
piantagioni brasiliane ¢ indonesiane per la produzione di gomma ¢ l'indu-
stria cercava nuove macerie prime da polimerizzare per produrre gomma
sintetica. Si sapeva da cempo che isoprene polimerizzava spontaneamen-
te ¢ il problema di acce uesto processo fu risolto dai chimici nel
1910. 5i trartava quindi di soprene, o un composto analogo, a
un costo competitivo, I fuselol residuo della dissillazione deli'alcol conre-
neva alcol isoamilico e questo poteva essere trasformato in iso . Gom-
ma sintetica fu effettivaments prodotta per questa via ma ' soamili-
co era scarso ¢ il suo costo troppo elevato, Un Consorzio fu fondato in
Inghilterra per studiare alternative soto la guida di William Perkin Jr.,



BN GIA-REON- TIMS-) 1.2 L fenmenlanion anssolsche

11

figlio del famoso chimico William Perkin. Nel laboratorio di Perkin lavo-
rava Chaim Weizmann, un chimico interessato alle fermentazioni. Questi
propose di collaborare con I'lstituzo Pasteur di Pasigi dove Augustine
Fernbach aveva ssolato un dostridio che in laboratorio produceva una
miscela di alcol amilico ¢ butanolo, potenzialmente trasformabili in ana-
loghi dell'isoprene. Tuttavia in condizioni di fermentazione pitt adarre alla
scala industriale, la miscela conteneva butanolo ¢ acetone. Fu costruito un
impianto per la produzione industriale del butanolo ma il processo si
riveld troppo costoso, in quanto si basava sull'amido di patata che scarseg-
giava e che doveva essere idrolizzaro col malto.

Weizmann lascio il Consorzio ¢ concentrd le sue ricerche sulla produ-
zione di acetone di cui I'industria bellica inglese aveva grande necessic
come solvente per la produzione di esplosivi. Isold Closeridium acetobusy-
lirum che idrolizzava e fermentava dirertamente 'amido di mais ¢ produ-
ceva acetone ¢ butanolo in un rapporto accettabile. Nel 1916 orrenne da
Winston Churchill [a costruzione di un grande impianto dove mise a pun-
to il processo ¢ organizzd ka produzione E:?-:a otcenere 4 tonncllate di ace-
tone alla sezimana. Successivamente furono acquisiti impiant di fermen-
tazione in Canada e negli USA, dove la disponibilita di mais ern maggio-
re. Alla fine della guerra Pacetone perse di importanza ¢ il processo fu
modibcato per produrre principalmente buanolo, usato per ﬂ sintesi di
acetato di butile, solvente essenziale nella preparazione delle vernici per
auromobili,

Il “processo Weizmann” & notevole anche per i progressi teenologici
che introdusse nella microbiologia industnale: la fermentazione in reci-
pienti chius di alluminio invece che nei tradizionali tuni di rovere ¢ uno
standard di sterilita da laboratorio in impianti pes la produzione su gran-
de scala. Come riconoscimento per i suoi meriti, Weszmann, che era pre-
sidente del movimento sionista, otenne dal governo inglese la Dichiara-
zione di Balfour, che prometteva di creare in Palestina una “Nacion Land”
per gli Isracliti. Weizmann divenne in seguiro il primo Presidente dello
Stato di Israele.

La fermentazione glicerica
All'inizio del Novecento la ricerca biochimica era in gran parte rivolea a
scoprire le reazioni della trasformazione del glucosio in etanolo ¢ anidri-
de carbonica, Si cercava quindi di identificare 1 prodotts intermedi di que-
sta trasformazione. Nel 1911 identifich come intermedio I'acido piruvico
¢ dimostrd che questo veniva convertito da un enzima del lievito in ace-
taldeide ¢ anidride carbonica. Ipotizad che la reazione finale della fermen-
tazione fosse la riduzione dell'acetaldeide ad alcol. Per dimostrare questa
ipocesi aggiunse alla coltura una soluzione di bisolfito. Questo formava
con l'acetaldeide un complesso insolubile che precipitava ¢ quindi |'allon-
tanava dal sistema. La diminuzione della produzione di eranolo, propor-
zionale alla quantita di bisolfito aggiunto, dimostrd la corretterza dell'ipo-
tesi. Neuberg osservd che, proporzionalmente alla diminuzione di etano-
lo, 51 formava un'altra sostanza, la glicerina. Dedusse che in mancanza del-
I'aceraldeide, suo substruto naturale, I'enzima riducesse un aluo interme-
dio della fesmentazione, che Neuberg riteneva essere aldeide piruvica
(oggi si sa che si trara dell'aldeide glicerica, fig. 1.3).

La glicerina & un prodoro secondario fabbricazione del sapone,
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Fgura 1.3
Fermentazione alcolica &
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1911),

Fermantazions sk odcs
Q o
)kFo )L'fon
HC H T‘u,c
OH Q
Aeide plissca Acido pruvico
H; h
ﬁ C0o;
HiG=CH, = 0 HyCo CH
arcko Adacin ncetica
Fermantazione ghoevica
0 o)
)k#)i )k'ran
o L
WA % P
OH 0
ﬁ Y i cl‘l‘-mo;
£ HEO§
sy NS
|
HO—=GHy=CH=CH, = OH
Ghzerira

per cui & normalmente disponibile 2 basso costo, Tutravia nella Germania
I guerra i grassi scarseggiavano ¢ la domanda di glicerina per la sineesi del-
la nitroglicerina era molto elevata, Quindi nel 1915 Connestein ¢
Ludecke, basandosi sui dati di Neuberg, studiarone & realizzarono la fer-
mentazione industriale della glicerina. Il terreno di coltura era costituito
da zucchero di barbabietola con laggiunea di nivato dammonio ¢ alt
sali minerali. Cuso di zucchero puro, invece di melasse, era necessario per
ridurre le perdite del complicato processo di separazione della glicerina dai
sali e dagli altri prodocti crclla fermentazione. Comunque si raggiunse una
Erodu:.ione di oltre 1000 tonnellate 3l mese fino al 1920 quando, ripresa

tradizionale saponificazione dei grassi, la produzione per fermentazone,
non pils competitiva, fu abbandonara,

La fermentazione glicerica ebbe un'applicazione pratica per un perio-
do di tempo limitato, ma ¢ di grande rilievo per la storia delle fermenta-
zoni industriali. Dimosted infacti Ia posstbilica di produrre su grande sca-
la intermedi del metabolismo microbico, normalmente non escreri o
escreti in modesta misura, meédiante linibizione di reazioni specifiche del
metabolismo, Mise quindi in cvidenza 'importanza prasica della cono-
scenza della chimica dei processi metabolici,
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1.3 LE FERMENTAZIONI AEROBICHE

1.3.1 Enzimi

Nella tradizione ocadentale Iidrolist dell'amido dei cereali, necessana per
la fermentazione alcolica, si ottiene mediante il malto di orzo germinaro,
contenente varie amilasi. In Giappone invece, coltivando aspergilli su riso
bollito, si produce il kaji, un impasto paragonabile 2l malto ma piii ricco
di enzimi.

Jokichi Takamine, un biocchimico considerato il fondatore dell'indu-
stria biotecnologica giapponese, aveva studiato in occidente ¢ mantencva
diversi rappord di collaborazione con industrie americane, Nel 1890 si
trasferi negli USA con l'intento di sostituire il malto con una teenica deri-
vata dal koji, in pratica pensava di usare gli enzimi di Apergitlus oryzae nel-
la produzione industriale delle bevande alcoliche, 11 processo, che antici-
pava di rent’anni il processo Amyls per la produzione di etanolo, si dimo-
stro efficace «d cconomico ma, forse per questo, fu duramente avvensato
dai produtroni di malro. La distilleria in cui lavorava fu distrutea da un
incendio. Dopo un periodo difficile Takamine si riprese, sviluppd la fee-
mentazione ¢ il processo di estrazione delle amikasi da Aspergillus oryzae.
Nel 1894 ottenne per questa miscela di amilasi il primo brevetto per la
produzione di un enzima da microrganismi. [l prodortto, dato in licenza
alla Parke Davies, ¢bbe un grande successo come digesuvo con il nome di
Takadiastase.

Le amilasi fungali furono quindi & primi enzimi wnilizzan induscrial-
mente. Solo vent'anni pils tardi venne commerdalizzato un alero enzima,
una proteasi batterica, come additivo per i detersivi. Questa tuttavia ebbe
un uso limitato per problemi di seabilith. Negli anni successivi si
approfondi la conoscenza di diversi enzimi idrolitic esocellulari prodott:
da bacilli ¢ da aspergilli. Negli anni sessanta si identificarono le caratteri-
stiche di alcuni di questi enzimi necessarie per le loro applicazioni com-
merciali su ampia scala ¢ si Selezionarono le specie e le variant piis pro-
mettenti, La prima applicazione industriale economicamente rilevante fu
la produzione di glucoamilasi da aspergilli ¢ di amilasi da batweri che,
combinare, costituirono la base per il processo di conversione dell'amido
a glucosio, sestiruendo il tradizionale processo di idrolisi acida. Nello stes-
so tempo furono seleronati ceppi batterici che producevano proteasi sta-
bili a pH alcalini ¢ a temperature elevaze, sdatte all'industria dei detersivi.
Lindustria casearta richiedeva una proteasi che potesse sostituire la renni-
na, estrarma dallo stomaco dei vitells, Tra il '65 ¢ il '70 e varieed di renni-
na prodotee da funghi furone introdotte con successo sul mercaro. Nel
1970 un'importante innovazione fu il primo processo industriale per la
produzione di un enzima endocellulare non idrolitico, la glucosio isome-
rast, che catalizza la conversione del glucosio in frurosio,

Diversi problemi dovettero essere affronean per 'uso su larga scala
degli enzimi. Il primo, che riguardava 'uso come derersivi, era la compar-
sa di frequenti allergie sia negli addern alla produzione che nei consuma-
tori. Quasto fu xi.sm con fa tecanica della granulazione, che consisteva
nell'inclusione dell'enzima in microsfere di mareriale ceroso, eliminando
le polveri, Questo processo migliorava anche la stabilita dell'enzima ¢ fu

uindi udilizzato anche per altri prodoui. 1l secondo problema derivava

Ja necessity, per ragione di cost, di nutlizzare Penzima dopo un ciclo
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di lavorazione. La soluzione fu l'immebilizzazione dell'enzima in un sup-
porto solido. | primi metodi descrinti ¢ utilizzat consistevano nel trattare
saspensioni di proteine ¢ di enzima con glutaraldeide che. formando lega-
mi incrociati, solidificava la miscela. Metodi analoghi erano usati anche
per immobilizzare le cellule del produttore. Negli anni successivi tecniche
diverse ¢ raffinate di immobilizzazione sono state adotrate per una varicti
di enzimi, tanto da costituire un fondamentale complemento alla produ-
zione per fermentazione.

1.3.2 Produzione di acidi organici

Acido citrico

Nei primi decenni del Novecento |' Unired Stares Agricultsere Department
costitul ad Arlingron un laboratonio dedicato allo studio della valarizzazio-
ne dei prodori dell'agricoloura come materie prime per lindustria. Nel
laboratonio si raccolse una vasta collezione di aspergilli ¢ penicilli ¢ un chi-
mica, James Currie, comincio a interessarsi della proprieti cararrerisnca di
queste muffe di acidificare, durante la crescita, il terreno di colura, In par-
ticolare studid aleuni aspergilli che, in certe condizioni, producevano aci-
do citrico, invece del pilt comune acide ossalico. Nel 1917 pubblich un
articolo che gerrava le Lﬂ per la fermentazione industriale di questo pro-
dotto. Comprese che una produzione limitata di acidi poteva essere fisio-
logica ma osserviy che nelle condizions ottimali per la crescita del fungo la
produzione non si verificava.

Con uno stedio dertagliato dei verreni di coltura dimostrd che ka pro-
duzione era dovuea a unalierazione del metabolismo fsiologico dipmsfm-
te dall'assenza o scarsith di nutrienti essenziali, in pnniozg‘n di fonri di
azoto ¢ di fosfaci. Inoltre osservy che lacidied del mezzo di coltura favori-
va la produzione di acido citrico, la neutralies quella di acido ossalico. Nel-
I'anno successivo lascid il laboratorio per continuare i suoi studi alla Chas.
Pfeser Inc,, dove in pochi anni fu in grado di realizzare la produzione indu-
striale di acido atrico, Dovette risolvere parecchi problemi, principalmen-
te relativi alla selezione ¢ al mantenimento dei ceppi produrton che facil-
mente degeneravano ¢ all’'esarta composizione ded terreno di coloura, Inol-
tre dovette concepire ex now la tecnologia per la fermentazione su super-
ha semisolide su scala industriale, adottata per la costruzione nel 1923 di
un imptanto capace di produrre diverse tonnellate al giomo (hg, 1.4).
Un'idea delle digxcolck affrontate ¢ data dal farto che per decenni nessun
altro gruppe riuscl a proporre un processo competitivo con quello Phzer

Acido gluconico
Il successo della fermentazione industriale dell’acido citrico stimold nel
laboratorio di Arlington la ricerca di microrganismi che producessero ali
acidi organici. Esaminando una collezione di aspergilli ¢ penicilli,
Oliver May notd che parecchi producevano, in dererminare condizioni,
acido gluconico invece di acido ossalico o citrico. Lo stesso fenomeno eea
stato osservato precedentemente dal francese Marik Molliard, che aveva
isato alcune condigioni: mezzo di coltura con fonti di azoto solo in
tracee ¢ pH del mezzo mantenuto alla neutralics. May seleziond un ce
di Penicsllisem furenm e sviluppd un procedimento per la produzione um
striale basato su colre di superfice. Turavia prove di laboratorio dimo-
strarono che rese miglior si potevano ottenere in colture sommerse forte-
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mente acrate. May ¢ collaboratori progerrarono ¢ castruirono un fermen-
ratore industriale per colrure aerate: un cilindro di alluminio, posto oriz-
rontalmente che miotava attoro a pemi cavi dai quali si poteva immette-
re aria sotto pressione {fig. 1.5), Questo importante progresso tecnico
octenne un brevero per la fermentazione di funghi in coloura sommersa,
Rese di rrasformazione elevate si ottennero utilizzando un ceppo di Asper-

gillsed niger forcemente acrobico.

Acido itaconico

La produzione di diversi altri acidi fu studiata ¢ in certl casi realizzat
induszrialmente su piccola scala, Ricordiamo la produzione di acido ita-
conico, che venne prodotto su grandissima scala per il suo impicgo nel-
le resine acriliche. Negli anni quaranta fu isticuite il Norehen Research
Laboratory di Peoria, a cui fu aggregato il laboratorio di Ardington del
quale continuava I'attivied. In questo nuovo laboratorio fu isolato Asper-
gillus tervens, che fermentato in condizioni simili a quelle dell’acido citri-
co, accumulava significative quantita di acido itaconico.

1l processo di produzione industriale in coltura sommersa fu studia-
to nello stesso Jaboratorio da L.B. Lockwood ¢ collaboratori. Il procedi-
mento utilizzava un nuovo tpo di fermentatore, precursore dei fermen-
tatori moderni, formito di agitazione meccanica e immissione di aria
compressa attraverso un dispersore,
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Acido glutammico

Lorigine comune di rurte le fermentazioni industnali degli aaidi organici
& l'osservazsone che aleuni microrganismi i accumulano in quantitd mag-
giore 0 minore a seconda delle condizioni colurali, In questo senso, dal
punto di vista della storia delle fermentazioni, ks produzione dellacido
glutammico pub essere consideraca assieme alls fermentazione degli altri
acidi, Nel 1957 Saroko Kinoshita ¢ colleghi della Kyowa H Co,
osservarono che colture di un batterio, successivamente identificato come
Corynebracserium glutamicum, accumulavano considerevoli quantica di aci-
do gluammico. Studi successivi dimostrarono che {1 ceppo era auxorrofo
per la biotina, la cui presenza, al di sopra di una certa concentrazione nel
mezzo di coltura, favoriva la crescita ma inibiva la produzione.

Questo effetto 51 osservava anche se al mezzo veniva aggiunto acido
aleico mentre, al contrario, I"aggiunta di acidi saturi o di penicillina annul-
lava ['effetro della biouna. Quest'ultima osservazione permise di otcenere
buone rese di fermentazione anche usando substrati cconemici come le
mielasse di canna o di barbabietola che contengono biotina. Nel comples-
50 si poteva ritencre che fa produzione era legata ad alterazioni della com-
pesizione dei lipidi che costitniscono la membrana cellulare aumentando-
ne la permeabilici. Solo dopo molti anni si comprese che questa alierazio-
ne portava a una inversione del meccanismo di trasporto dell'acido glu-
mmmica, che veniva escreto dalla cellula invece che importato,

1.3.3 Vitamine

Uidenrificazione delle vitamine come fattori essenziali per la prevenzione
di diverse malawtie degenerarive costitut uno dei principali progressi della
farmacologs nella prima mead del Novecento. Lidentibicazione della loro
seruttura ¢ delle vie di sintesi fu un notevole successo della chimica farma-
ceutica. Dato il loro valore economico, sorse una forte competizione tra le
maggion induserie frmaceutiche per teadurre | risultati scientifici in pro-
cessi produttivi. Processi fermentativi furono sviluppati, talvolta con nsul-
tati positivi, ma solo in casi ecoezionali {riboflavina ¢ vitamina Bya) quest
furono in grado di competere Ton le vie sintetiche o I'estrazione da fonri
naurali. Un caso particolare & una reazione essenziale nella sintesi della
vitamina C che si effettua per via microbiologica.
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Riboflavina .

La riboflavina, un ¢ nente del FAD (Havina adenina dinuckeotide). fu
isolata per la prima vola nel 1933 da RJ. Kuhn che, due anni , ne
determind ka strureura, Nel 1938 Mirimanoff ¢ Rafhi la otrennero da Ene-
rmashecism ashlyii, un Lievio patogeno per le piante, Questo organismo fu
nei primi anni quaranta utilizzato per s fermentazione industriale con pro-
cess che differivano principalmente nei terveni di coliura: Nello stesso
persodo i ricercaton del laboratorio di Peoria svilupgarono un processo pii
efficienee, utilizzando Adrbye gmypii, un lievite simile a Eremotbecisn, che
fu per anni preferito per la produzione industriale, La concorrenza delle vie
sinteriche rimase turtavia molto foree. Ad esempio negli anni settanta solo il
20% del prodoto commerciale derivava dal processo fermentativo.

Vitamina B:; (cianocobalamina)

Nel 1948 Rickes in America ¢, indipendetemente, Smith in Inghilterra,
rluscirono a otrenere la cianocobalamina pura cristallizzata dal fegato
bovino. Nel mondo scientifico ¢ industriale apparve ovvio che l'estrazione
dal fegato o da altri ongani comportava un costo stratosferico per un pro-
dotto commerciale. ﬁrlla migliore delle ipotesi, da una connellata di
materiale si poteva otenere mezzo grammo di vitamina pura atiraverso un
procedimento complicatissimo. In diversi laboratori venne quindi studia-
w la possibilicd di produrre la viramina mediante fermentazione. Si deve
notare che, a quel tempo, i prodotti naturali non erano brevertabili, men-
ue lo erano i processi di produzione od estrazione. Venne determinaro il
contenuto di cobalamine di numerosi ceppi di barreri, alcuni dei quali
risultarono produrre circa un milligrammo di principio atcivo per liero di
coltura, Poiché la vitamina era contenuta nelle cellule, si poteva disporre,
mediante centrifugazione, di un mareriale di partenza cconomico che pre-
sentava concentrazioni dieci volre superiori a quelle degli organi animali.
Questo, oltre a semplificare il procedimento per ottenere la vitamina pura,
rendeva possibile l'alternativa di produrre facilmente estratei arricchici da
aggiungere ai mangimi come fatton di crescita.

Le prime fermentazioni industriali, realizzare sia con alima-
ceas che con Bacillus megatherisom, furono finalizzate alla produzione di que-
sl eserattd, Per la uzione deila vicamina fu necessario superare

divessi problemi. Vi sono in nawura diverse co ine (canocobalamina,
idrossicobalamina ecc.) facilmente trasformabili una nell’alera, une con ks
stessa attvita come vitamine. | microrganismi tuttavia producono anche
altre molecole strutturalmente simili, deste pseudocobalamine, che sono fat-
tori di crescita per | microrganismi ma non per | mammiferi. Questo com-
a che | merodi analiticl semplici (lo spettro di assorhimento luminoso ¢
decerminazione della crescita di barteri auxotrofi per cobalamine) non
danno risulcad affidabili, sia per la selezione di ceppi utrori che per
monitotare il processo di punificazione e il titolo LI finale. E sta-
w necessario ideare il metodo della diluizione isotopica, hasato sull'uso
come tracciante di clanocobalamina marcata con cobalto radioattivo. [l pro-
cedimento di purificazione nimaneva comunque complkesso, richiedendo la
separazione defle pseudocobalamine mediante estrazioni in controcorrente ¢
croma su colonna. Comungue, nel 1955 cra gid prodorta industrial-
mente, ionobaceeri, vimmina By, per uso farmaceutico. Laumento
delle rese di fermentazione fu gradualmente ma abbastanza rapidamente
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owenuto con ke tecniche di murazione e selezione che st erano affinate in
uel periodo. Nei laboratori Merck, in uno screening fu isolato un ceppo di
Mom che dava buone rese, ulteriormente aumentate in un
ottenuto per reversione da un mutante non produttore. Il fatto che il pree-
0 calasse di due ordini di grandezza in pochi anni dimostra quanto I'abilics
dei ricercatori ¢ [a conscorrenza tra i diversi produttori avevano aumentato

l'efficienza dei procedimenti industriali.

Vitamina C
Nel 1933 Albert Szent-Gyorgy dimaosed Uidencieh tra ka vieamina C e Fa-
ado ascorbico, la cul strutrura era stata stabilita lo stesso anno. Negli anni
successivi Tadeus Reichstein propose una sintesi in cingque passaggi, dal
Elucosao' al prodorto finale, che comprendeva tra I'alero I'ossidazione micro-
wlogica ded sorbitolo a sorbosio. Questa conversione ta da Acerobac-
ter xylinum exa stara descrin da Gabriel Bertrand alla fine dell' Ottocento,
Nel 1937 Wells e collaboraton realizzarono un processo pratico di fermen-
tazione sommersa di Acerobacter s, utilizzando il tipo di fermen-
tatore rotativo progettato da May per la produzione dedl acido gluconico. 11
surbitolo aggiunto alla coltura in soluzione al 20% veniva trasformato in
sorbitolo con rese di oltre il 90% in circa venti ore (hg, 1.6). Questo risul-
tato permise la prima produzione di vitamina C a basso costo.

1.3.4 Biotrasformazioni degli steroidi

Nel 1935 Leopold Ruzicka, il famaso chimico dell'ETH di Zurigo. rea-
lizzd: la sintesi del testosterone, l'ormone sessuale ka cui artivita fisiologica
era stata dimostrata un anno prima. Il prodocto di partenza era il coleste-
rolo, che veniva tradformato nel predorto chiave del procedimento, il dei-
droepiandrosterone, Questo veniva poi convertito nel prodotro finale
attraverso quattro reazioni chimiche, Nel 1937 Mamoli ¢ Vercellone del-
la Farmitalia dimastrarono che queste reazioni potevano essere sostituite
da una trasformazione hiologica operata da coloure di lievito (fig. 1.7).
Una vivace attivita di ricerca inizio negli anni cinquanta dopo la scoperta
delle inaspettare proprieta terapeutiche del cortisone e dell'idrocortisone.
La presenza di un atomo di ossigeno sul carbonio 11 di queste molecole

Figura 1.6
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era indispensabile per I'attivich terapeutica ma era difficile da ortenere per
sintesi chimica. Peterson ¢ Murray (Upjhon} riuscirono, mediante ['utiliz-
20 di Rbézopus arvhizus, a trasformare il progesterone in 1lo-idrossip
sterone. Sebbene esso sia convertibile facilmente in cortisone, la sintesi
progesterone dal colesterolo rimaneva complicata e poco economica.
Nello stesso periodo Russel Marker, un leader della chimica degli ste-
roli, propose alla Parke Davis di studiare una via di sintesi dei cornicoste-
roidi a partire dalla diosgenina, uno sterolo abbondante nella radice di una
ianta messicana. 11 progetto non fu approvato dalla Direzione ¢ Marker
ascid la direa, si wrasfert in Messico ¢ con aiuto di manodopera locale
organizzd un laboratorio nel quale dimoserd ka validita della sua sintesi
roducendo in un anno 40 kg di progesterone (si racconta che omo alla
arke Davis, encrd nell'ufficio del direttore, depositd un sacchetto conte-
nente 1 kg di p tone, del valore all'epoca di 80 000 dollasi, ¢ se ne
andd). La sintesi di Marker del cortisone prevedeva |'ossidrilazione micro-
biologica in posizione 11 del 17-idrossiprogesterone. Con Rhizopus si
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era indispensabile per I'artivich terapeutica ma era difficile da ottenere
sintesi chimica. Peterson € Murray (Upjhon) riuscirono, mediante Iutili
2o di Rh arrhizus, a masformare il progesterone in 11a-idrossipro
sterone. Sebbene esso sia convertibile facilmente in cortisone, la sintes:
progesterone dal colesterolo rimaneva complicata e poco economica,
Nello stesso periodo Russel Marker, un leader della chimica degli sce-
roli, propose alla Parke Davis di studiare una via di sintesi dei corticoste-
roidi a partire dalka diosgenina, uno sterolo abbondante nella radice di una
anta messicana, 1| progetto non fu approvato dalla Direzione ¢ Marker
i0 la ditta, si trasfer! in Messico ¢ con laiuto di manodopera locale
organizzd un laboratorio nel quale dimostrd ka validica della sua sintesi
producendo in un anno 40 kg di progesterone (si racconta che tornd alla
Parke Davis, ented nell'ufficio del direttore, depositd un sacchetto cone-
nente 1 kg di progesterone, del valore all'epoca di 80 000 dollari, ¢ se ne
ando), La sintesi di Marker del coetisone prevedeva lossidrilazione micro-
biologica in posizione 11 del 17-idrossiprogesterone. Con Rhbizopus si
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atteneva lo streoisomero 1 1o, mentre nell'idrocortisone era presente ['iso-
mero 11§, 8i cercarono quindi microrganismi capaci di introdurre I'ossi-
drile nella posizione volusa. Tra § moln esaminat i pit: convenienti risul-
tarono Curoularia lumata (Pher} ¢ Cunningbamells blakesieeana. 1l prezzo
dell'idrocortisone prodotto secondo la sintesi di Marker con |'ossidrilazio-
ne microbiologica scese nel 1955 a 3,5 dollasi al grammo (fig. 1.8).

Poco dopo, un'osservazione casuale dimostrava che lintroduzione di
un doppio legame in posizione 1,2 dell'idrocortisone dava un prodorto, il
prednisolone, che alterava meno F'equilibrio saline risperto al prodocro di
partenza. In breve tempo ricercatori della Shering trovarono Arthreducter
simplex, che operava la desdrogenazione con altissime rese, rendendo eco-
nomica anche la produzione di questo derivato commercialmente impor-
tante. Queste trasformaziont furonoe in seguito utilizzate per la preparazio-
ne di diversi A1,2-11f-idrossisteroidi, compreso il deflazacort sinterizzato
nei laboratori Lepenit.

Un'ulteriore trasformazione di importanza pratica & stata la conversio-
ne del 9-fluoro prednisolone nel suo 16e-idrossi derivaco, il tiamcinolo-
ne, dotaro di migliori propriced farmacologiche. La conversione veniva
effertuara da Serepeomyeer teolus, che precedentemente David Perlman
aveva utilizzato per l'ossidrilazione in posizione 160 del progesterone.

Produzione razionale di aminoacidi
Nel 1944, sollecitato dalla necessita di aumentare la produzione di peni-
cillina, Guido Pontecorvo propose di mutagenizzare il microrganismo
produttore ¢ di selezionare mutanti alto produrrari, 1l metodo, applica-
to d2 Miroslav Demerec. diede risuleati anche migliori delle aspertative
¢ fu rapidamente applicaro alla produzione di altri antibiotici ¢ a proces-
si diversi, come la produzione di vicamina By; e di acido glotammico. In
questo ultimo caso tuctavia si osservd che diversi mutanti non produce-
vano maggion quantita di questo acido ma bens) appreazabili quantira
di aminoacidi diversi, come la lisina ¢ la treonina,

Negli anni sessanta erane ormai note ke principali vie biosintetiche
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degli aminoacidi ¢ si cominciavano a capire | meccanismi di repressione da
prodotto Anale che limitano accumulo dei metaboliti primari alle quan-
titd ortimali per un ordinato metabolismo cellulare. Quindi, mentre le
alterazion: metaboliche che portavano alla iperproduzione di acidi organi-
¢l erano state otrenute empiricamente mediange variazioni del rerreni di
colwura o dellaciditi del mezzo, si prospettayva 'uso di due approcei razio-
nali: l'eliminazione dei meccanismi di regolazione e, nel caso di vie biosin-
tetiche ramificate, if blocco delle diramazioni che utilizzavano intermedi
comuni per produrre altri aminoacidi. Per raggiungere questi obiettivi era-
no essenziall metodi semplici ed efficaci di selerione dei doni desiderari,
Per quanto riguarda la regolazione, ke cellule mutagenizzate erano farte
crescere su un ferreno contenente un analogo tossico competinivo dell’a-
minoacido desiderato, Solo cdloni derepressi, e quindi iperprodurtori pore-
vano crescere vincendo la competirione con Fanalogo. 1l blocco dclr:vic
metaboliche indesiderate veniva invece rivelato dalla presenza di doni
auxotrofi, cice capaci di crescere solo se Paminoacido, la cul sintesi cra
bloccata, veniva aggiunto al terreno di coltura,

Principalmente per merito delle ditte grapponesi Ajinomoto ¢ Hakko
Kiowa, negli anni sessanta erano gil stati ottenun cingue mutanti auxo-
trofi di diversi barceri che producevano quantith considerevoli di aminoa-
cidi. Nei primi anni sectanta crano stati descrite pita di 15 microrganismi
iperproduttori sia mutanti di regolazione sia auxotrofi per aminoacidi con-
corrent, Turtavia solo in pochi casi, il pil notevole dei quali ¢ la lisina, la
produzione industriale fu sviluppata su grande scala, sia la richie-
sta del mercato era consistente solo per pochi aminoacidi sia per la con-
correnza di vie aleernative come la sintesi chimica o enzimatica.

1.4 METABOLITI SECONDARI

1.4.1 Antibiotici

Losservazione di Alexander Fleming che colonic di Peniciliiuon novatum
inihivano la crescita di stafilococehi, viene considerata Finizio dell'era
degli antibiotici. In realtd, se questo ¢ giustificato dalla eccezionale impor-
tanza della penicillina ¢ dei suoi derivari nella cura delle malactie inferive,
dal punto di vista storico non ¢ corretto. La copiosa leteratura dimostra
che numerase osservazioni analoghe erano stare faree fin dalla fine dell’Or-
tocento. In particolare Bartolomeo Gosio negli anni 1883-86 aveva osser-
varo ﬁsnmprim antibiotiche di un penicillio ¢ dalle colture aveva isolato
un prodotto cristalline che inibiva a basse concentrazioni la cresaira di
Bactlius anthracis, 1| prodoto fu in seguito identificaro come acido mefe-
namico ed & artualmente in studio come immunomodulatore.

Per una decina d'anni Fleming continud le sue osservazioni su Pems-
cilfiem ma non considerd I'attivith prodorta, che chiamd penicillina,
come un potenziake chemioterapico, sia perché credeva che fosse un enzi-
ma, sia perché i programmi del suo Istituto non comprendevano ricerche
di chemioterapia. Alla fine degli anni trenta Ernst Boris Chain ¢ Howard
Florey a Oxfg:d affrontarono il difficile problema dell'isolamento del
principio attivo ¢ rinscirono a otenere penicillina semipura in quantica
sufficienti per le prime prove sui topi ¢ nel 1941 per trattare i primi casi
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di setticemia, rivelando la grande potenzialith dell’antibiotico come agen-
te chemioterapico, Si dovetre affrontare il titanico problema di pm?:m
la penicillina 1n quantiti industriali, I} problema non poreva essere risol-
to dall'Inghilterra, impegnata nella guerra. Florey si rech nel 1941 negfi
Stati Unin dove fu organizzato un ma di ricerca che comnvolse il
Labosarorio di Pcoria.%nivcnid Wisconsin e diverse altre Universica
¢ industrie. Furono trovati miglion mezzi di coftura ¢ nuovi ceppi piis
productivi, Un passo decisivo fu la realizzazione di fermentazioni in col-
tura sommersa, che implicd vane innovazioni tecnologiche come i nuovi
fermentatori ad agitazione meccanica, con immissione di aria sterile, ka
sterilizzazione dei tesreni di coltura, la prevenzione di contaminazioni
durante la crescita della coltura, lo studio di merodi analicici per seguire il
decorso della fermentazione. 1 risultan, olere allo scopo principale di for-
nire quantit di antibiotico sufficients ai soldati sui van fronti di guerra,
costituirono la base pratica per la produrione degli andbiotici successiva-
mente sCoperti,

1.4.2 La ricerca sistematica di nuovi antibiotici
(screening) .

Selman Waksman, un esperto della microbiologia del suolo, che studiava
dal 1936 l'antibiosi di coppi di artinomiceti, riportd nel 1940 Uisolamen-
1o dell’attinomicina, il gnma antibiotico ottenuto allo stato puro da uno
strepromicete, Questo . € la concomitante notizia dell'artivica della
penicillina, incoraggiatono i ricercatori della Rutger University, da lui

diretri, a inrap un programma sistematico di ricerca (detto soree-
ming) di simili microrganismi produttori. Brevemenre, il procedimento
consisteva nel p una sospensione di microrganismi da campioni di

suolo, da distnibuire diluita su terreno solido, isolando le colonic di strep-
tomiceti, che venivano poi fatre crescere singolarmente su piastre di agar,
verificando infine se il ceppo inibiva la crescita di un microrganismo pato-
geno seminato sulla stessa piastra. In ito il metodo fu perferionara,
con V'aggiunta al terreno di isolamento di inibitori delle muffe e di aleri
contaminanti ¢ trasferendo le colonie in un teereno liquido, porzioni del
quale, dopo la crescita, venivano sagf:nc per l'inibizione di patogeni, Nel
1943 n, usando come test batteri Gram-negativi ¢ micobatten,
isold Ia strepromicina, activa in pitro ¢ in vive su questi organismi & quin-
di complementare alla penicillina nella sua azione terapeutica.

Il procedimento di screening, rapidamente adottato con poche modi-
biche da diverse industrie farmaceutiche, diede risultat eccezionali, Citan-
do solo gl antibiotici ¢ gli andrumorali clinicamente important, furono
scoperti: nel 1945-50 il cloramfenicolo, ks doroterracicling, Uossitetracicli-
na; nel 1951.55 l'entromicina, la tetraciclina, la spiramicina, I'amfoterici-
na B; nel 1956-1960 la kanamicina, la mitomicina, la novobiocina, la van-
comicina, la rifamicina B. Nonostante in molti laboratori si isolassero dal
suolo anche alti barceri ¢ funghi. gli strepromiced si erano dimoscrati
chiaramente i piis proficui produttori di antibiotici. Dai funghi erano sta-
te st oteenute ks penicilling, la cefalosporina e I'acido fusidico, ma comples-
sivamente lo screening appariva poco produtrivo.

Tuttavia gid negli anm sessanta st comingid ad avvertire una diminu-
zione di efficienza dello screening di ceppi di Strepromyces. Alla fine del
decennio arca 2000 antibiotici erano riporeat in letteratura: il numero di
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ripetizioni osservate nello screening er ovviamente elevato e wempre pi
complessa diventava la dereplica, ciot stabilire la novied dei prodot isola-
ti. Inoltre, anche se il numero di nuove molecole descritte aumentava ogni
anno, il numero di prodott degn: di sviluppo clinico tendeva a diminui-
te, perché dovevano presentare non solo vantaggi sui prodorti narurali esi-
stenti ma anche sui loro derivati semisintetici, ormai numerost, Tra 4 1961
e il 1970 erano state preparate diverse importanti penicilline e le prime
cefalosporine semisintetiche che avevano notevolmente allargato lo spettro
d’azione dei Bdatramici. Modificazioni chimiche della rifamicina B, prari-
camente inattiva, avevano prodorto |'efficacissima rifampicina ¢ in Giap-
pone Humezawa, modificando la kanamicina, aveva ottenuto derivari aci-
vi sui mutant resistenti ¢ allargato lo spertro di azione degli antibiotici
aminoglicosidici,

1.4.3 L'evoluzione del processo di screening

La prima via seguita per superare la diminuita produttivita dello screening
fu la diversificazione degli obbieetivi, In Giappone si cercarono antibioti-
¢ antivi sui patogeni delle piante: prodotti rilevand furono la blasticidina
S, la kasugamicina ¢ le polioxine. Negli Stati Uniti vennero isolati prodot-
6 utili in veterinaria, come la monensina e il lasalocid, artivi sui coccidi, e
ligromicina B, attiva sugli elminti, ¢ integratori dell’ alimentazione anima-
le, come la virginiamicina « la tilosina. Tuttavia, questo approccio non
risolveva il problema della ricerca di nuovi antibiotici utili :’:rla terapia di
malactie dell'uomo. Quindi si considerarono ¢ ararono due strategie
complementan per aumentare |'efficacia dello screening: la diversificazio-
ne degli organismi produttori ¢ l'introduzione di test mirati al meccani-
smo d’azione invece che alla semplice atcivich antimicrobica.

Si stima che alla fine degli anni sessanta isolamento di un prodotro
clinicamente accetabile richiedesse lo screening di 100000 ceppi di Serep-
romyees, Diversi approcei furono proposti e in parce applicati per diversifi-
care i potenziali produrtori ¢, prevedibilmente, i prodots: Pisolamento di
organismi marini, di organismi presenti in particolari nicchie ecologiche,
di microrganismi appartenenti a classi diverse come | cianobatteri, Nessu-
no di questi diede risultati positivi. Si conoscevano turtavia, oltre a Sop-
tamyees, altri generi appartenenti all'ordine Actrmomypectales, poco studiar
perché considerati rari ¢ difficili da isolare ma che data la vicinanza agli
streptomiceti potevano essere producrori di nuovi antibiorici.

Questo concetto fu applicato dapprima nei laboratori Shering, che nel
1961 iniziarono un programma di screening focalizzate su una collezione
di ceppi di Micromonespors. In pochi anni vennero isolat nuovi promet.
tenti antibiotici appartenenti a diverse classi chimiche, principalmente
aminoglicosidi. Il prodotto pili importante fu la geatamicina, introdotra
nel 1969 contro le infezioni da Preudomonas. Nel 1965 i laboratori Lepe-
tit iniziarono indipendentemente un programma di isolamento di artino-
miceti rari. Fu concepito un metodo semplice per isolare selettivamente
attinomiceti portatont di spore mobili (gl serepromiceti producono spore
non mobili}, che permise 'solamento di migliaia di ceppi di Actingp
all'anno. Gli antibiotici prodotti erano generalmente nuovi ¢ appartenen-
ti a classi diverse. [1 piis imporeante si riveld la teicoplanina, identificara
nel 1972 ma commercializzata solo diversi anni pii tardi, Complessiva-
mente i nisultat dei laboratori Shering e Lepetit confermarono I'ipotest
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iniziale sulla diversita degli antibiotici prodotd da generi diversi di Actr-
no :

Oltre al frequente isolamento di antibiotici nots, la scarsa efficienza
dello screening era dovura al farto che, wa migliaia di ceppi productori di
attivita antimicrobiche, solo pochissimi producevano antibiotici con le
caracteristiche di potenziali fanmaci, Per idenrificare questi ultimi, all'ini-
zio degli anni sereanta furono introdotti test specifici per rivelavare I'ap-
partenenza dell'antibiotico a una determinata famiglia o suggerirne il mec-
canismo d'azione, Saggi molto sensibili che indicavano |'appartenenza alla
famiglia degli antibiotici B-laramici permisero la scoperta delle cefamici-
ne, della tienamicina, dell’acido clavulanico e del sultazecin. Uosservazio-
ne microscopica di alterazioni della morfologia della parcee cellulare dei
funghi portd alla scoperta della niccomicina. Tra i numerosi saggi imple-
mentan possiamo citare quelli deeti di reversione, basari sul confronto del-
l'artivich osservata in presenza e in assenza di un eccesso del bersaglio del-
Fandbiotico cercato, Questo tipo di saggio fu usato con successo nell'iden-
tificazione di nuovi antibiotici ghcopepridici.

Successivamente furono introdorti test biochimici per misurare 'inibi-
#one enzimatica in sistemi acellulari, Questi test porevano essere mirati a
qQualsiasi rarger, non necessaiamente microbice. I primo successo di que-
sto screening fu, alla fine degli anni serranea, 'isolamento del Lovastatin,
orzenuto indipendentemente dalla Sankyo da un ceppo di Monasess ¢ dal-
la Merck da un aspergillo. 1l lovastatin ¢ i suoi deriva, potent e selettivi
inibitori della sintesi degli steroli, ebbero un successo commerciale straor-
dinario. Questo naturalmente incoraggid la ricerca di metaboliti atzivi in
altre aree farmacologiche, ma i nsulan furono deludentd. Lunico nuovo
prodoro interessante scoperto fu I'FK506, un immunomodulatore simile
come meccanismo d'azione alla ciclosporina e alla rapamicina (isolati pre-
cedentemente per la loro arivied antifungina) ¢ di cui solo in seguito era
stata rivelara lattivied sul sistema immunitario.

1.4.4 |l miglioramento dei processi di produzione
degli antibiotici
Laumento delle rese di fermentazione onenuto nella produzione di mol
antibiotici & impressionante, anche tenendo conto che il processo & dura-
to trent'anni. Si ¢ passat progressivamente da rese di decine di milligram-
mi a rese di decine di grammi per liteo di coltura, un incremento di tre
ordini di grandezza. luttavia si pud notare che lincremento ¢ stato pro-
ressivo ma lento, e questo poiché ¢ stato ottenuto quasi interamente su
Em empinca. Anche se le vie biosintetiche di moln antbiotici erano sta-
te chiarite abbastanza rapidamente, non se ne conoscevano le basi geners.
che. Soprattutto non si conosceva fa genetica dei numerosi e complessi
meccanismi di regolazione della produzione. 1l metodo della mutazione e
selezione, depo i primi brillanu nsultat ovtenuti con Peracalitum motarums,
fu applicato da totri i laborarori industriali per il miglioramento dei ceppi
pmguttori. Il metode dava ocrimi risultari ma era molto laborioso ¢ costo-
$0 in quanto non esisteva altro criterio per |z selezione dei ceppi miglion
che la detesminazione del livello di produzione delle coleure di turd ¢ clo-
ni sopravissuti al trartamento murageno. Si seudiarono diversi criteri di
pre-selezione: P'unico che s dimostrd generalmente unile fu i selezione di
colonie resistenti ad alee concentrazioni dell’antibiotico prodono; alri,
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come ki reversione dei mutant non produttor o la selezione di mutant
iperprodutton di intermedi della biosintesi, diedero risultari positivi solo
in casi particolari.

1.5 INGEGNERIA GENETICA

Negli anni sessanta il progresso della biologia molecolare preparava gli stru-
menti che aveebbero portato a una rivoluzionaria tecnica di manipolazione

it In particolare erano stari scoperti enzimi fondamentali per la mani-
polazione del DNA, come le endonucleasi di reserizione e diverse DNA liga-
si erano stati isolat ¢ sequenziati alcuni promotori della trascrizione ¢ &
conoscevano bene i plasmidi ¢ alerl vervori wtilizzabili per la erasformazione
con DNA isolato, Nel 1973 Herbert Boyer ¢ Stanley Cohen porcrono
quindi compiere il primo espenmento di clonazione di DNA ricombinan-
te. inserendo un gene estranco in un ceppo di Excheriohia coli, | ricercarori ¢
le industrie biotecnologiche intuirono, anche s in medo , l'enorme
potenziale della secnica del DNA ricombinate per la cura di malattie, la pro-
duzione di medicinali e di alui prodort industriali e Pagricofrura. Nello stes-
so tempo la potenza della tecnica suscitava timori per un suo uso incontrol-
lato, in parte perché la tecnica del DINA ricombinante veniva popolarmen-
te detra ingegneria generica, un termine fino ad allora connesso con possibi
Ii modifiche genetiche dell’ organismo umano. Una storica conferenza renu-
ta ad Asilomar nel 1975 tra i maggiori esperti ded campo decise una moea-
toria di sedici mesi delle ricerche, in artese di guideline dell'FDA (Food and

Administrasion, agenzia governariva starunitense che si occupa della

mentazione dei prodott alimentari e farmaceunid) sulla sicurezza
degli esperimend. Le guideline che definivano i rischi ¢ stabilivane le “buo-
ne pratiche di laboratorio” furono pubblicate nel giugno del 1976,

Le prime applicazioni industriali della nuova tecnologia furono studia-
te da peccole socseed di ricerca, dette biotech, generalmente connesse a noti
scienziati accademici, Obbiettivo di questi laboratori era la produzione di
peptidi umani ad artivitd ormonale ¢ di vaccini, Nel 1976 fu fondata la
Genentech, che produsse nel 1978 F'insulina umana in £, colt. Questo suc-
cesso incoraggid la fondazione di altee societd: entro il 1981 furono costi-
tuite |2 Biogen, la Amgen. il Genetic Institute, la Chiron ¢ la Genzime. 1l
successo fu straordinanamente rapido: 1 prodott approvati dall'FDA entro
la fine degli anni orranta sono riporrari in tabella 1.1. Si renga presente che

Tabells 1.1 Prodotti ricombinantl approvatl & commerclalizzati negll annl ottanta,

Frodatio

1982 Insiilia mane Gunentach  Cura sintomatica del disbete

1568 Crmune umans dulla crescite Gunentech  Cura cel nanismo

19686 te-rmartarane Riegan Antivieale (epatite O

1986 Primo v ficombinante. hiron Immunizzazone da vinus epatite §
r TRA anivatere del plasminaguns Gunentach Tromibalitice

1989 Erropoieting ~Amgan ~Stimolazione produziona eritrockl

1991 G-CSF fatare stimciazions it ‘Meutropents indotta da chemiote
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'approvazione della FDA si ottiene normalmente dopo diversi anni dalla
prima produzione di una proteina. Ad esempio, I'ormone umano della
crescita, riportaro nel 1978, ¢ stato approvato nel 1985,

Negli anni successivi la ricerca continud a ritmo sccelerato. Le grandi
industnie farmaceutiche, che crano all'inizio esitanti ed erano stte deluse
dall'insuccesso dell'interferone come antitumorale, eatrarono decisamen-
te in campo, Alla fine degli anni novanta erano stati approvac 125 farma-
¢ otenuti con ingegneria genetica. Le modeme tecniche iche
divennero rapidamente scrumenti essenziali per vari aspetsi della micro-
biologia, rivoluzionande | criteri della cassonomia, lidentificazione di
nuovi microrganismi potenzialmente udli, aprendo la strada 3 nuove tra-
sformazioni biologiche. Esse hanno permesso il miglioramento delle fer-
mentazioni industriali tradizionali, come la produzione di aminoacidi,
enzimi, etanolo ¢ altn, '

Lidenrificazione dei geni che governano la produzione di antibiotic
ha portato a una migliore comprensione delle vie biosintetiche e a identi-
ficare i principali meccanismi di regolazione della uzione, Turto que-
sto ¢ molto altro appartiene uttavia alla eronaca dei nostri giorni piutto-
sto che alle storia, ¢ verrd rartazo nei capiroli specifici di questo testo,

1.6 IL PANORAMA ATTUALE

In meno di un secolo i prodorti delle fermentazion: microbiche hanno
avuro uno sviluppo eccezionale, conquistando mercati che sembravano
riservati all'industria chimica ¢ creandone di nuovi. Laumento esponen-
ziale si & verificaro negli ultimi cinquanta anni, inizialmente con la scoper-
ta dei metaboliti secondari, in particolare ghi antibiotici, ¢ con I'applica-
zione di weeniche genctiche per aumento di produrtivin dei Mgdili
primari, Inoltre negh ultimi decenni I'ingegneria genetica ha permesso la
produzione di pepnidi ¢ proteine non microbici f;randc valore, oltre a
rmnemm ulteriori importanti progressi nella com ione del metabo-
ismo microbico ¢ nel maglioramento delka qualita dei metaboliti tradizio-
nali.

Una sama del mercato mondiale annuo dei prodocti di fermentazione
{media degli ulrimi anni) valutava in 4 miliardi di dollari il valore dei
metaboliti primari (acidi organici, aminoacidi, vitamine, nucleotidi) ¢
oltre 50 miliardi il valore dei metaboliri secondari (antibiotici e altri far-
maci, prodotti per la zootecnia ¢ agricoltural. A questi si devono aggiun-

re ghi enximi industriali, per un valore di oltre due miliards, 5 pepridi da
gNA ricombinante (oltre 15 miliardi) e I'etanolo, la stma del valore del
quale & complessa poiché in gran paric ¢ prodotto con sovvenzioni statali,
ma ¢ dell’o di diverse decine di miliardi.

1.6.1 Metaboliti secondari
In rermini di valore gli antibiotici antinfettivi usari in erapla umana
costituiscono la frazione principale del mercaro dei mewboliti secondari.
Seguono altri prodotti farmgcentici e, in misura minore, prodotti per fa-
gricoltura ¢ la 2ootecnia.

1l mercato arruale dei farmaci antinfertivi & valuzato in 32 miliard: di
dollari. Gli antibiotici B-lattamici (penicilline. cefalosporine. cefamicine,
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monobattami, carbapenems, acido clavulanico) contribuiscono a questo
mercato con 21 miliardi di dollari, mentre i po degli antibiotici
macrolidici (principalmente ericromicina ¢ i sug:’:rimi semi-singeticl)
sono valutari, come valore di mercato, in oltre 5 miliardi di dollari, 1l resto
del mercato & diviso tra diversi prodotti, alcuni det quali molto importan-
ti ma con indicazioni cliniche ristrerte,

E necessario tenere presente che la serutrura del mercaro ¢ molto com-
plessa. [ dati precedenti si riferiscono al costo induseriale del prodaoreo fini-
to (prezzo ar farmacista o all'ospedale), naruralmente ben lontano dal
costo della materia prima prodotta per fermentazione che, nella maggior
parte dei casi, viene trasformata nel principio attivo per via chimica o tal-
volea per trasformazioni biologiche. Ad escmpio, le cefalosporine sono
ottenute in gran parte dalla penicillina G per via enzimatica e chimica, ¢ i
moderni macrolidi (azitromicina e clindamicina) sone derivati dell eritro-
micina. Inoltre, il valore del prodorro finito e confezionato &, particolar-
mente per le forme iniertabili, olire diec volte quedlo del principio attivo,

Se esaminiamo il costo industriale della materia prima (il prodotto del-
la fermentazione) possiamo notare un grande divario tra gli antibiorici
scoperti da lungo tempo ¢ quelli pids recent, I primi hanno, in teemini di
volume, un grande mercato ma prezzi unitari molto bassi. Questo in gran
parte & dovuto all'enorme inceemento della produtrivita che & stato otre-
nuto nei decenni scorsi (si stima che 'atruale produtrivita della penicillina
si avvicini 2 100 g/1), unito alla concorrenza tra i produrtori resa possibile
dal termine della validith dei breverri, Basti considerare ad esempio il rap-
poreo wa volume di produzione e prezzi della penicillina (in valuta corren-
te) in diversi anni: nel 1945 vennero prodott 2300 kg, con un costo di
11000 $/kg; nel 1978, produzione l; milioni di kg, costo 18,5 $/kg: ¢
nel 1995, produzione 31 milioni di kg, costo 5 $/kg. Naturalmente, la
siruazione & diversa per gli antibiotic scoperti recentemente, sia per le
minori rese di fermentazione ¢ quindi costi elevatt della materia prima, sia
per il modesto volume del mercato.

Metaboliti non antinfettivi usati in medicina umana

Il maggior successo commerciale della ricerca di farmadi per malatdie non
infertive & costituito dalle cosiddere statine, gli analoghi della lovastatina
scoperta alla fine degli anni settanta da divessi funghi, ¢ usare contro -
percolesterolemia, Le starine sono inibitori della sintesi del colesterolo nel

to. Collertivamente, il mercaro annuale dei diversi derivati supera i 20
miliardi di dollari. Tuteavia il Lipitor, il prodotto principale, & arrualmen-
te prodorzo per sintesi chimica, r:iuc piil importanti derivati semi-sinteti-
ci, pravastatin ¢ zocor, godono tispettivamente di vendice annuali di 3.6 ¢
7 miliardi di dollari rispertivamente.

Di grande importanza terapeurica sono gl andbiotici antitumorali
doxorug:i::u. bleomicina ¢ mitomicina, pro&ni da streptomiceti ¢ nod
da mold anni. La doxorubicina (adriamicina), assieme ai suoi derivati
semisinterici, & il prodotro pilt importante e diffuso, Pils recente ¢ il taxo-
lo, isolato originariamente dalla corteccia del Tavws brevifolia ma che ora
potrebbe essere prodorta da un fungo endofitico. Molto prometsente & il
prodotto di un mixobarterio, I'epotilone, simile al axolo nel meccanismo
d'azione.

Un uleriore importante gruppo di farmaci di origine microbica &
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costituito dai prodotti immunosoppressivi, il pitt noto e diffuso dei quali
¢ la ciclosporina A, prodotta da un fungo, il cui mercaro era stimato mel
2003 intorme ai 1,5 miliardi di dollari. Da alcuni anni sono entrati nel
mercato due notevoli competitori, il sirolimus ¢ il tacrolimus, prodord da
Strepromicert.

Prodotti per |a zootecnia e I'agricoltura

Le avermectine sono prodotti estremamente attivi contro i nematodi ¢ gl
artropodi. Hanno un grande mercato (oltre 1 miliardo di dollari, conti-
nuamenre in crescita) come antiparassitari nei bovini, ovini ¢ maiali.
Minore ¢ il mercato dei cosiddetti antibiotici polieteri (monensin, lasalo-
;:id ecc.), atrivi contro 1 cocaidi ¢ usari come prodotr vererinari per il pol-
ame.

Esiste poi un'utilizzazione di diversi antibiorici minori come adiuvan-
ti della crescita di diversi animali di allevamento, ma il loro uso & stato
limitaro ¢ in certi casi vietato per il rischio di diffusione della resistenza
batterica. Come protezione ddﬁiamc da infezioni batteriche sono usari
antibiorici comuni, in particolare la strepromicing e la remracicling, Un
mercato localmente ampio ma limitato al Giappone e ad aleri pacsi asiati-
a & quello degli antibotici fungicidi, i cui principali prodotti sono le
polioxine, usate contro gli infestanti delle colture di riso,

1.6.2 Acidi organici

Gli acidi organici, che sono stati i principali prodotd di fermentazione
negli anni renta, sono turtora, in termini r produzione annua, tra i mag-
giori componenti del mercato dei prodort di origine microbica. | pit
importanti sono I'acido citrico ¢ I'acido lattico, Altni prodotti, come ['aci-
do itaconico ¢ 'acido gluconico hanno un mercato variabile, che dipende
dalla concorrenza di altri prodosti sintetici o di fermentazione.

Acido citrico
La produzionc globale di acido citrico & circa 1,5 milioni di ronnellate
allanno. E prncipalmente usato come additivo nell'industria alimentare,
farmaceutica ¢ cosmetica. Per le sue proprieci chelanti & molto usato come
componente dei detersivi industriali ¢ domestici, e anche per migliorare Je
propricth dei materiali da costruzione. Queste applicazioni sono possibili
ie & un prezzo assolutamente competitivo pari a circa 0,8 € al kg,
mm sia all'eccerionale efficienza della fermentazione nella quale il glu-
cosio viene convertito in acido citrico con rese fino al 949, sia alla tecno-
logia impiantistica che utilizza generalmente fermenzacori wir fiff di centi-
nasa i meen cubi di volume,

Acido lattico

Fino ai primi anni 2000 l'utilizzo principale delfacide lattico era come
additivo nelle bevande, mentre in alri alimenti era abbaseanza limiraro,
con una produzione annua nell'ordine delle decine di tonnellate. Schbene
la produzione avvenisse con alte rese di conversione degli zuccheri, essa
fichiedeva un terreno complesso, ¢ il costo finale di 2 €/kg non era com-
petitivo con quello del citrato! L'uso era limitato a particolari alimenti con
una produzione annua nell'ordine delle decine di tonnellate, Recentemen-
te, il quadro & cambiato con ['immissione nel mercato del nuovo polime-
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ro PLA (Poli Acido Lattico) che. essendo facilmente biodegradabile, @
convenientemente usato per i contenitori dei prodotri a large consumo. Il
volume del mercato attuale ¢ quindi salito a 450 000 tonnellate.

1.6.3 Aminoacidi

Negli ultimi anni | progressi dei metodi genedc tradizionali ¢ I'introdu-
rione delle tecniche di DNA ricombinante hanno migliosate a wal punto i
ceppi produteon dei vari aminoacidi che la produzione diretta per fermen-
tazione ¥ in molti casi altamente comperitiva con la sintesi chimica o la
trasformazione enzimatica.

Acido glutammico

Lacido glutammico, o pit precisamente il glutammato sodico, ha avuro
fin dagli anni setcanta un ampio mercato come additivo per accentuare il
sapore degli alimenti, 1] costo di produzione & staro fin dall'inizio molto
basso, in quanto 'organismo produttore ne secerne notevoli quantita in
condizioni facilmente realizzabili. Oggi, daci i miglioramenti genetid ¢
recnici, si ottengono rese di fermentazione stimate oltre 1 150 g per litro
di coltura, a cui corrisponde un costo di 1,5 €/kg per una produzione glo-
bale di 1,5 milioni di onnellate all‘anno.

Lisina e treonina

Assieme agli aminoacidi essenziali metionina ¢ triptofano, la lisina ¢ la
treonina sono imporanti nella zootecnia perché relativamente scarsi nelle
proteine dei cereali usari come foraggio, Tuttavia il loro uso su vasta scala
come complement nutrizionali & condizionaro dal costo che deve essere
competitivo con quello di proteine di buona qualicy, facilmente ottenibi-
li ad esempio dalla soia, Questo obbiettivo & stato raggiunto negli anni
ortanta per la lisina, mediante modificazioni genetiche di Corynebacterium
glutamicum, che consentivano una produrtivics di 100 g/l nella fermenta-
rione, Successivamente, le tecniche di ingegneria genetica hanno portato
Ls produzione 2 170 g/l. Arualmente la produzione globale annua & sti-
mata in 600 000 tonnellate ¢ con un costo inferiore 3 2 €/kg, La lisina pro-
dota & quasi toralmente usata nell'alimensazione del bestiame.

La treonina & stata inizialmente prodota da mutana di C glusamicum
ma con rese non adeguate all'applicazione zootecnica. Uno sviluppo deci-
sivo & stato otrenuto mediante diversi intervenn di ingegnena genetica, Tra

uesti, I'introduzione in £ sofi di extea copie dei geni thrABC {I'operone

clla biosintesi della ereonina) e det geni per lescrezione, hanno portato le
rese di fermenrazione 2 olre 100 g/l e a un mercato annuo di olue
300 000 tonnellate,

Fenilalanina

La maggior parte degl aminoacidi prodotti per fermentazione ha un mer-
cato limitaro a usi medici, ad esempio soluzioni per I'alimentazione per via
venosa. La fenilalanina & un'eccezione in quanto & un inteemedio per la
sintesi dell’ me, un diffuso dolcificante del quale vengono prodatte
15 000 ton all'anno. La costruzione di ceppi ricombinand di £ cols
contenenti enzimi biosintetici non inibiti dal prodotro finale ha consenri-
to di produrre la fenilalanina con rese superiori a 50 g/l in quantita ade-
guate alla richiesta del mercato.
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1.6.4 Vitamine

La viramina By, & il pils costoso prodoto di fermencazione, con un prez-
2o al consumarore di 25 000 €/kg. Tale prezzo & sopportabile in quanto &
terapeuticamente efficace in dosi inferiori al milligrammo. E anche il pro-
dotio del metabolismo primario con minor volume di produzione annua,
circa 3 tonnellate, con rese di fermentazione di 150 mg/l.

Riboflavina

Negli ultimi decenni del Novecento la produzione di riboflavina, per fer-
mentazione di Ashbya gesypii, non era competitiva con la produzione per
sintesi chimica. sz ultimi anai sono stan realizzati ceppi ricombinanci
di Bacillus subtilis che, in fermentazione mista con lieviti o funghi, produ-
cono riboflavina a costi ridotti. Oltre che per le proprieta farmacologiche,
essa ha un uso (4000 onnellate annue) come colorante nell industria
alimentare e utica,

Acido ascorbico (vitamina C)

La tradizionale sintesi dell'acido ascorbico, comprendente cinque passaggi
chimici ¢ una trasformazione enzimatica, & staea superata da un nuovo
processo molto piti semplice basaro sull'acido 2-chero-gulonico ottenuto
per fermentazione. La produzione & di circa 60 000 ronnellate annue, con
un prezzo di 0,5 €/kg.

1.6.5 Enzimi

Il mercaro globale degli enzimi di origine microbica, valutato oltre 2
miliardi di dollari, & in rapida evoluzione, sia per il crescente numero del-
le applicazioni sia per lincroduzione di enzimi tradizionali con migliori
proprietd adattate alle richieste del mercato. In termini di volumi di pro-
duzione, gli enzimi usaci nei detergend (proteasi, amilasi ¢ recentemente
lipasi) ¢ le varie amilasi per Vidrolisi dell’'amido, sono stiman dell'ordine
delle decine di migliaia di tonnellate all'anno. 1l prezzo all ingrosso di que-
sti prodotti allo stato grezzo varia e i 10 e i 20 $/kg di proteina. La ren-
m ¢ la glucosio isomerasi sono prodotte nell'ordine delle migliaia di ton-
te,

Vi sone inoltre centinaia di altri enzimi, che complessivamente costi-
tuiscono if 15% del mercato. Tra questi alcuni, come le pecrinasi, usate per
la chiarificazione degli eserate di frutea, le proteasi neutre, usate nell'indu-
stria delle pelli, ¢ le penicilline acilasi, hanno mercati dell'ordine delle ton-
nellate. All'altro estremo vi sono enzimi per applicazioni speciali o analiri-
che che sono prodotti in quanrita di grammi.

1.6.6 Farmaci da DNA ricombinante

Il mercato globale dei farmaci cosiddetti biorecnologici, 4 esclusione degli
anticorpi monoclinali, supera i 20 miliardi di dollari, 11 prodoto pring-
pale & | eritropoietina, che nelle diverse forme farmaceuciche fatturava nel
2006 olere 11 miliardi di dollari. Nello stesso anno I'Erancrcepe (recettore
del Tumor Necrosis Factor fuso con IgG1) e il Filgastrim (Colony Stimu-
lating Factor coniugato al PEG) hanno fatturato rispettivamente 4 ¢ 2,6
miliardi di dolfari. Aliri farmaci con un mescito superiore @ 2 miliardi di
dollari sono ['interferone ¢ F'ormone umano della crescita. Il mercaro & in
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continuo rapido aumento, grazie anche 4 una decina di nuovi prodat
recentemente approvati o in via di approvazione.

1.6.7 Etanolo

1l mercato dell’ecanolo merita un discorso a parte, in quanto artificialmen-
te sostenuto in misura diversa nei vari Pacsi. La produzione globale di eta-
aolo del 2005 & stimata in 38 miliardi di litei, '80% dei quali usaci come
carburante, | maggiori produttori mondiali sono il Brasile ¢ gli Stati Uni-
¢i, che assieme producono il 90% del totale. La Cina e I'Europa, la cui pro-
duzione & significativamente in espansione, contribuiscono con I'8%.

Per limicare I'imporeazione di petrolio il governo brasiliano ha lancia-
to dal 1975 un ambizioso programma di produzione di etanolo dalla can-
na da zucchero. Il p ma prevedeva forti incentivi statali per com-
pensare il costo di p ione considerevolmente piit elevaro di quello dei
derivani del perrolio. 11 programma ha avuto un notevole successo. Nel
2005 sone stati prodotti 14,3 miliardi di litri, Le rese di produzione di eta-
nolo per ettaro coltivaro sono triplicate, grazie al miglioramento dei siste-
mi di coltivazione della canna da zucchero, della tecnologia industriale
della fermentazione ¢ del recupero del prodorio. Complessivamente, con
il prezzo del petrolio salito a 90 dollasi al barile, il prezzo dell’'ctanolo bra-
siliano & oggt competitivo con guello dei carburanti fossili, anche senza gli
incentivi statali che sono sostanzislmente diminuiri.

Negli Seari Uniti & iniziata negli anni ottanta una significativa produ-
rione di etanolo dall’amido di granoturco, sostenuta da incentivi statali,
ed & cresciuea linearmente fino alla fine del secolo. Successivamente, sotwo
ls pressione delle organizzazioni degli agricoltori e degli ambienti ecologi-
sti, sono state varate normative che di farro impongono I'uso di benzine
miscelate con prodotti ossigenari. In pratica la maggior parce delle auto-
mobili oggi usano benzine con il 10% di eranolo e in diversi Stati molri
veicoli pubblici usano etanolo pure. La produzione & di conscguenza cre-
sciuta esponenzialmentce dall'anno 2000, fino a raggiungere 16,3 miliardi
di litri nel 2005 ¢ una produzione aruale di 17,5 miliardi di lirr all’anno.
1l costo, senza gli incentivi, sarebbe proibitivo, essendo valutato almeno il
doppio di quello di carburanti radizionali a parie di resa energetica {(un
liro di benzina uce un'energia pari a quella di 1,5 lierd di ecanclo).
Cid nonostante Je previsioni ufhiciali prevedono una crescita fino a 27
miliardi di litri nel 2012, In Furopa si sono prodotti nel 2005 circa 1
miliardo di litri di bioeranolo da usare come carburante ¢ all'incirca [a stes-
sa quantitd di etanolo per usa induseriale. Alcune direttive della Comuniri
Europea che impegnano gli Stari membri a favorisne ¢ incentivarne Fuso
cominciano ad avere effetto e si pud prevedere che vi sard un significativo
aumento della produzione nei prossimi anni. Le materie prime usate sono
il frumento ¢, in misura minore, le bietole; i costi sone alquanto superio-
ri a quelli degli USA.

Sono stare mosse diverse obiezioni alla convenicnza del bioetanolo
come carburante, 1 vantaggi ecologici sarchbero minimi, dato che I'ener-
gia prodorea appare circa uguale a quella spesa per la produzione. Aache il
risparmio delle emissioni di CO; non sembea sostanziale. 11 problema
prncipale turtavia & la diminuzione del granoturco destinato alla produ-
zione, direrta o indiretta, dei generi alimentari (55 milioni di tonnellate di
granoturco sono state destinate alla produzione di etanalo nel 2006), con
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Vinevitabile aumento, non solo negli USA, dei prezzi al consumo di cerea-
li, carne, latticini. L'aumento del prezzo del granorurco ha recentemente
fatto anche salire, nonastante gli incentivi, il prezzo dell’eanolo da 0,31 2
0,72 $fitro,
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Escherichia coli

2.1 INTRODUZIONE

2.1.1 L'organismo modello

Nel 1885 Theodor Escherich identifica un batterio commensale dell'inte-
stino umano, Eucherichia coli. Oggi E. coli & 'organismo vivente megiio co-
nosciuto dal punto di vista srurturale, fisiologico, biochimico ¢ genetico
ed & il pii urilizzazo e diffuso nei laboratori di ricerca biologica, Nom solo
abbiamo a disposizione la sequenza nucleotidica completa ¢ accuratamen-
te annotara del genoma di dicci diversi ceppi (altre 14 sono in fase di com-
pleramento), ma questa costituisce la pietra di paragone per identificare
geni di organismi procacior ed cucarioti che vengono man mano sequen-
ziati ¢ per postularne la funzione. Nel ceppo £, colf K-12 & stara eseguica
in modo sistematico da pid di un gruppo di ricerca la mutagenesi miraga
di Gascun gene. Grazic a cid sappiamo quali geni sono dispensabili ¢ qua-
li indispensabili alla sopravvivenza del batrerio {per lo meno nelle condi-
vioni di laboratorio) ¢ disponiame di una collezione completa di mutanci
nei geni dispensabili, mentre per la maggior parce dei geni essenziali sono
stati accumulati, nel cotso di olure mezzo secolo di studi genetici, mutan-
ti condizionali. Ciononostante, & da notare che ancora non conosciamo la
funzione di molti geni sia dispensabili che essenziali per fa vita di questo
hatterio, La tabella 2.1 riporez il numero di geni di £ coli K<12 comples-
sivamente ¢ ripartiti nelle diverse classi funzionali. Si pud osservare che la
funzione di quasi 1800 geni sui circa 4500 identificati (409%) & turora
ignota o presunti.

Molte delle conoscenze che oggi abbiamo dei processi fondamentali di
replicazione. ricombinazione ¢ riparazione del DNA, trascrizione ¢ tradu-
zione, regolazione genica, vie metaboliche, sono state otrenure studianda
nel dettaglio questo organismo. Quando si descrive la struteurs, ultrastrut-
tura ¢ fisiologra della cellula battericy, si fa riferimento in prima istanza 3
quanto scquisito in anni di studi su £ coli. Oggl cominciamo ad avere
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Tabella 2.9 Geni di £ coli K-12 ¢ suddivisione in dassi funzionali®.

Gani di £ cobl K12 41534 a1

Genl codificant! ANA* 156 110!
Gani codificant] proteine (ORF) di cui & stata saggiata Fessenzialits? 4288 303
ORF a funzione presunta o ignots mn 37
ORF » funzicae mota 243 264
Gestione del'informazione ganetica
Traduzione, struttura o bicganesi de nbosews 170 7
Trascrigiane ' 286 15
Replitazicoe, ricombinazione @ riparazione del DNA 237 15
Totede 655 wr
Process: celidari
Divkione csllulare ¢ ripartizone del crosnaicma 34 19
Modificazion! post-tradusionall, tumewer deffe proteing, chaperon 13 9
Bicgeresl doll'invoduacrs cellularg, mwmbeana extamia 213 3
Motilith cellifare & secrezions 151 n
Trasparts ¢ metabolsme di jonl inorganicl 253 1
Muccanismi di trasduricns def segnale 18 €
Totale 877 85
Metabolismo
Produzione e conversione di enesgia 281 1
Trasporio e metaboliss di corbakdrati 5% 8
Traoporto e metaboliimo d sminaacidi 220 ¥
Trmporto & metabatamo di nucleaticl 23 n"
Metabolsmo di coonzimi 144 29
Metsbobsmo lipidion 96 24
Trasporta & retabolisma o matsbaliti secandarl 95 5
Tetals 1441 %0
Non sssegnati, albo "n Rl

* Modifcate da Baba et al. 2006), Mol S)sTens Akd. 2-1-11; Riey e al, (2008, PO ACKN N, 34:1.5,

* Lo chanse Nurnonate delle ORF & definity cove nel detabase COG (Quster Hmmmqlmmmm
41, Proteie mdtfuncionsli posions sppartencrn 3 pio & una dse

‘_Gminnhpm&ﬂmhc-wnhbrdoqn'cdﬁmlmtmmm&hond. ibh)

‘Guummnd'mcm'miwmicmmuﬁiamomnm

* Wwdusé piczoll RNA non codificanti con funzions rogeratrice, prevedibilnants destinati ad sumeetare dl murene.

" Sono stac inchusl tuetl | genl codificanti MINA » 1RNA. Per b ridondenza panica, tettavia, Acune copie o questl g possono essers
mmm.manmrmmtwe.

P el L8 Hizzati come bersaglio per I'inattvescne madlante Lullitasione ailefica in K. col mwW2si 13, Wl 21 {Baba o¢ af, i)

profili crascrizionali ¢ proteici globali di questo hatterio cresciuto in diver-
se condizioni ambientali; ci aspetriamo da questi studi una migliore cono-
scenza integrata dei diversi processi generici, metabolici, fisiologici e delle
loro interconnessioni in una cellula vivenre.

Le vicende che hanno portata a questo iniziano negli anni quaranta del
secolo scorso. Lisolamento di “mutanti biochimici® in un ceppo di £ co-
4 da parte di Edward L. Tatum permette di compicte i primi studi gene-
tici cl[i:a portano Joshua Lederberg ¢ lo stesso Tatum a scoprire nel 1946 la

coniugazione barterica, La capacick di alcuni fagi di “crasdurre” caratteri
. genetici da un batterio a un altro, scoperta dapprima in Sadmonella, viene
presto dimoserata anche in £, colr, Con questi tre strumenti, mutanti, co-
niugazione ¢ trasduzione, diventa finalmente possibile condurre analisi ge-
netiche anche nei batteri. Per diversi anni questa possibilith rimane limi-
tata quasi esclusivamente a £ coli. Cid permette di condurre in questo
barrerio ricerche non altriment possibili che, in un circolo virtuoso, por-
tano a nuove conoscenze che indurranno altri ricercatori a utilizzace £ co-
Ii per 1 loro soudi,
Particofarmente fruttuosa si rivela anche la decisione presa nello sresso
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Ecriodo da parte di un piccolo gruppo di ricercarori che si occupavano di
attesiofagi, tra cui Max Delbriick ¢ Salvador Luria, di concentrare la lo-
ro attenzione su un limitato numero di fagi specifici per £ cofi. Ben pre-
510, con l'isolamento dei primi fagi mutant, si dimostra che anche i virus
sono suscettibili di analist genetica ¢, negli anni successivi, £. ooli ¢ i suoi
fagi diventano strumenti potentissimi per indagare non solo la nawra ¢ le
funzioni di batzeri ¢ virus, ma anche per decifrare fenomeni fondamenta-
li della biologia come i meccanismi di replicazione del DNA, il codice ge-
netico, la trascrizione, la raduzione, la ricombinazione.

2.1.2 Uorganismo reale: stili di vita, metabolismo,
struttura cellulare

E coli & un batterio Gram-negativo appartenente al gruppo ¥ dei Proteo-
barteri, famiglia Enterebacteriaceae. Eterotrofo ¢ prototrofo, pud ricavare
I'encrgia metabolica dalla respirazione usando come accetrore finale di
elettroni sia assigeno (respirazione acrobia) sia, in anacrobiost, nitrato o al-
1l composti ossidati (respirazione anaerobia). In assenza di questi, pud
fermentare un'ampia gamma di zuccheri e altre svariate molecole organi-
che producendo acdi ¢ gas (feementazione acido-mista). Loptimum di
crescita & 37-42 °C, con tempi di genesazione in terreno ricco intorne ai
20) min, ma pud crescere a temperature comprese tra 10 ¢ 45 °C.

Questa sua versatilith metabolica riflecte la diversita degli ambiendi na-
turali in cui pud ritrovarsi periodicamente. Come commensale abituale
dell'intestino umano, trova un ambients termoregolato e ricco di nutrien-
ti ma anche molto competitivo, per la presenza di numerose altre specie
batteriche prevalenti, ¢ ostile per I'azione dei processi digestivi ¢ immuni-
rari messi in atto dall'organismo che lo ospita. Nell'ambiente extracorpo-
reo, la temperatura ¢ la disponibilita di nutrienti sone variabili ¢ impreve-
dibili, ma normalmente comparibili con le capacita di adattamento del
barerio che regola ﬁromamcntc l'cmmaionccﬁ propri geni in funziene
delle condizioni ambientali e del suo stato fisiologico. A ulteriore diversita
ambientale devono adattarsi i ceppi patogeni, sia di tipe intestinale {ente-
ropRtogeni, enterocmorragici, cnteroaggressivi, enteroinvasivi) che ex-
traintestinale (wropatogeni, associati a meningite), Per questi perd & neces-
sario un “supplemento” di informazione genetica normalmente assente
negli altri ceppi, come bene si evince dal confronto tra le sequenze geno-
miche complete di ceppt patogeni ¢ non patogeni,

La serurrura cellulare di £ cols & richiamaca nella figura 2.1. Uinvolucro
& costituito da una classica membrana plasmatica (membrana interna), da
uno spazio periplasmatico che contiene anche la parete rigida di mureina,
e dauna iare membrana esterna, tipica dei banteri Gram-negativi. La
presenza di lipopolisaccaride {una molecola esclusiva dei batteri Gram-ne-

ivi) rende Iinvolucro batterico partdicolarmente impermeabile ¢ percid il

tterio risulta resistente a molte classi di molecole potenzialmente rossi-
che. 1 ﬂa%dh che s estendono dall'involucro permettono la morilita, men-
tre pili e imbrie assicurano diversi tipi di interazione con Fambiente. Infi-
ne una capsula polisaccaridica piti 0 meno spessa ¢ compatta pub avvolgere
¢ proteggere ulteriormente la cellala,

All'intemno di questo complesso involucro ritroviamo, in un batrerio
che sta crescendo in un terreno ricco, circa 20 000 ribosomi artivamente
impegna nella sintesi delle proteine necessarie per duplicare una cellula



£0 2 & Escnanchie ool 18N 078-63-00-18425-2

U=

par bk 108
165, 235, 65000 mokecol,
UNE D 106 per riboscma 705
N 1000 mANA, < 1-2000 mokecok, 1 per codsoma

Figura 2.1
Escherichia

colf,
Larappeesentazione schematica del batterio & liseramante tratta da Neldnagon et al, 1990,
Lingrandimento dell‘involucro & tratto da Reetz, C.R. @ Whitfield, C. (2002), Annu,
Rev. 8iochem., 71:635-700. | dati refativi alla composizions cellylare sona
approssimativl e si riferiscono a una celfula in crescita esponenziale in 1RI1END ricco.
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nell'arco di venti minuti o poco pil, associati all RNA messaggero a costi-
tuire i polisomi. Qualche migliaio di macchine proteiche costinite da
RNA polimerasi ¢ fartori associati trascrivono in regioni diverse il nucleoi-
de producendo circa un migliaio di mRNA diversi che forniscono lo stam-
po per la sintesi di una o pit proteine (messaggeri mono ¢ policistronici).,
Ritroviamo infine il nucleoide, costituito da un'unica molecola di DNA
circolare di quasi 5 milioni di coppie di nucleotidi (1,7 mm di lunghez-
za), organizzata in un centinaio di "domini” superavvolti ¢ associara a di-
verse “proteine legantt DNA™ che contribuiscono a strutturare il nucleoi-
de ¢ a regolarne la trascrizione da parie dell’RNA polimerasi, Due
macchine proteiche preposte alla replicazione del DNA {DNA polimerasi
¢ proteine associate) partono da un'unica regione del nucleoide (oriC, sito
di inizio della replicazione) e procedendo in direzioni opposte duplicano
la molecola di DNA in modo che due nuovi nucleoidi siano pronti quan-
do la cellula dovra dividersi. Un appasito sistema di ripartizione curerd
che i due nucleoidi si localizzino in posizioni opposte risperto alla regione
mediana della cellula ove un complesso apparato costruir il seteo che di-
videra in due la cellula creando due nuove cellule figlie.

2.1.3 L'organismo virtuale

La mole di informazioni su E. coli di cui disponiamo & enorme e continua
ad aumentare. Molte di queste informazioni sono catalogare in banche dat
specializzate accessibili via Internet. Un buon punto di partenza pud essere
“EcoCye, Encydopedia of Escherichia coli K-12 Genes and Metabolism™
(herp=fwww.ecocyc.org) 0 “The £ colf index” (hup:/fecoli.bham.ac.uk) da
cul si accede a Echobase, una banca dati post-genomica integrara, che inter-
connettone le informazioni di banche dati diversamente specializzate. Alere
hanche dati non solo riportano Felenco viruale di ceppi, mutanti, geni clo-
nati ¢ altri costruttd di £ cali, ma su richiesta forniscono anche Poggetto rea-
e (*CGSC, Coli Genetic Stock Center”, presso I'Universita di Yale; il "Na-
tional BioResource Project, NBRP E. cwié Strain” in Giappone, ¢ “E. coli
Genome Project” presso |'Universied del Wisconsin). Una trattazione siste-
matica e dettagliara degli aspeeri structurali, genetici, metabolici ¢ fisiologici
st trova nel voluminoso “Excherichia coli and Salmonella: cellular and mole-
cular biology™ ara in continuo aggiornamento nell'edizione elettronica,

2.2 GLI STRUMENTI CHE HANNO PERMESSO
LA RIVOLUZIONE BIOTECNOLOGICA

Nel 1973 Cohen, Chang, Boyer ¢ Helling “costruiscono” in vizro mole-
cole di DNA legando insieme fmmment;lz DNA plasmidico ottenuti per
digestione con%cnzima di restrizione EeoRI. Reintrodotte in £, coli que-
ste nuove molecole replicano. Nasce ['ingegneria genetica, che rivoluzio-
nera I'approccio alla biologia ¢ segnera lo sviluppo della ricerca biologica
¢ biotecnologica ancora in corso nei nostri giorni.

Che l'esperimento fosse condorta in £ coli non cra casuale. Nel
trent'anni precedentd, anche a seguito di fortunate coincidenze, erano sta-
ti sviluppati in questo organismo metodi di analisi ¢ manipolazione gene-
tica che in sinergia con approcei biochimici avevano reso £ coli Forgani-
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smo favorito per gli studi di biologia molecolare; tutro questo aveva pro-
dotta strumenti concettuali, genetici ¢ biochimici che saranno pronta-
mente riciclati nella nuova tecnologia.

2.2.1 Gli strumenti genetici

Il genoma esteso: plasmidi, fagi, trasposoni

Il genoma di £. colf & contenuto in una molecela di DNA circolare (qua-
si 5 milioni di bp) organizzaca nel nucleoide. Per molto tempo questo &
stato il paradigma per tutei i procarioti, ma ora sappiamo di batteri con
pitt di un cromosoma ¢/o con cromosomi lineari,

Il cromosoma di £ coli ¢ in generale il cromosoma dei procariot, a dif-
ferenza di quelli eucarioti, & costicuito da un'unica unith di replicazione (o
replicone). In E. coli il sito di inizio ¢ di controllo della replicazione {07iC)
¢ una regione di 258 bp ove si aggregano il complesso che controlla la fre-

uenza di inizio della replicazione del cromosoma {con ls proteina DnaA
31: svolge un ruolo centrale) e il replisoma (primasi, DNA polimezasi [11 ¢
altri fatrori proteici), Da qui la replicazione si propaga bidirerionalmente fi-
1o a raggiungere fa regione di terminazione ove vengono risolts i problemi
topologic connessi alla produzione di due nuovi cromosomi indipendenti.

Ma l'informazione genetica contenuta nel cromosoma di un “ceppo”
barterico {in E. coff circa 5 000 geni) non mppresenta wiea l'informazione
disponibile alla “specic”™, Ceppi diversi isolati in narura possono contene-
re in modo stabile, in aggiunta al cromosoma, plasmidi; inseriti nel cro-
mosoma o nei plasmidi possono essere presenti proﬁii e aleri elementi ge-
netici trasponibili quali sequenze da inscrzione (IS), trasposoni (Tn),
isole di patogenicita (PAI),

Ture queste entitd genetiche possono modificarsi, acquisendo o per-
dendo tearti di informazione genetica, all'interno della cellula in cui si tro-
vano, grazie a eventi sia di ricombinazione sito specifica (in genere media-
ta dagli stessi element genetici) sia di ricombinazione omologa (in genere
mediacs dai meccanismi propii defla cellula che i ospita). 1 plasmidi stessi
possono integrarsi nel cromosoma batterico ¢ costituire cost un unico pil

¢ genoma. Numerosi elementi generici di tipo diverso possono essere
presenti in un ceppo ¢, da questo, trasferirsi 2 un altro che ne sia privo gra-
zie a coniugazione, infezione virale {trasduzione), o trasformazione. Que-
sti fenomeni di trasferimento genico “orizzontale”, inoltre, possono essere
interspecifici, Ne deriva che il pool genico di cui dispone una specie barte-
rica va ben oltre quanto contenuto nel cromosoma dei singoli individui
della specie, ma si estende a virus, plasmidi ¢ trasposoni presenti in altri in-
dividui della stessa o di altre specie. | meccanismi di trasferimento genico
orizzontale, imescolando Finformazione genetica di questo “genoma este-
so” nei diversi individui, crea diversita ¢ contribuisce in modo significativo,
insieme alle mutazioni puntiformi, all'evoluzione bateerica.

La recnologia del "DNA ricombinante” non solo applica I stessa lo-
gica che osserviamo nell'evoluzione di plasmidi, batteriotagi ¢ trasposoni,
ma utilizza molti strumenti derivad da elementi genetici di £, oals e dagli
apparati che mediano gli scambi genetia nei barteri.

Trasferimento di informazione genetica
Inizialmente i processi di coniugazione e trasduzione sono stati studiati
principalmente in £, coli ¢ Salmoncllu, ¢ hanno permesso I'analisi generi-
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ca detagliata di quest organismi. La trasformazione, invece, avviene na-
turalmente in molt batteri sia Gram-positivi (sed’ cap, 4) che negativi, ma
non in £, ofi ¢ nei barteri enterici in cui perd pud essere ottenuta artif-
cialmente,

Trasformazione

Gia megli anni sessanta crano stat sviluppari fortunosamente sistemi arti-
ficiali per introdurre in £, coli DNA esogeno. Oggi sono disponibili diver-
si protocolli per rendere le cellule di £ colf artificialmente competenti ad
assumere DNA in seguito a shock osmotico (lavaggio delle cellule con Ca-
Cl; ad alta concentrazione, seguito eventualmente da breve shock termi-
co) o elettrico (eleteroporazione). Al contrario della trasformazione “natu-
rale”, i meccanismi molecolari con cui avviene la trasformazione artificiale
5000 poco noti ¢ nonostante i continui miglioramenti I'efficienza di wa-
sformazione di £ celi rimane piuttosto bassa, Tramice ka pur efficiente
elettroporazione, ad esempio. solo una molecola di DNA plasmidico su
100-1000 riesce a trasformare £. coli in condizioni ottimali. La trasforma-
zione perd & il sistema pi semplice e diretto e rimanc rton il metodo
d'elezione per introdurre DNA manipolato in wvitro in £, coli ¢ in alti bat-
teri non trasformabili naturalmente, specie quando la disponibilita di
IINA non rappresenta un fattore limitante (problema largamente supera-
to dopo I'avvento delle tecaiche di PCR) o quando altre esigenze partico-
lari {come ad esempio la necessitd di clonare frammenti di DNA molto
lunghi o di lunghezza predetcrminara) non consigline metodi pill specia-
lizzati ma anche pitt complessi che esamineremo olere.

Coniugazione, plasmide F e altri plasmidi
La coniugazione rappresenta innanzitutto una strategia con cui alcuni pla-
smidi coniugativi (capaci di coniugare) si propagano orizzontalmente pas-
sando da un batterio a un alero. Il prototipo dei plasmidi coniugarivi & il
plasmide F di £ col. In questo plasmide di ragguardevoli dimensioni (cir-
<a 100 kbp) e piuttosto complesso possiama riconoscere due moduli gene-
tici ¢ funzionafi rincipali corrispondenti a due regioni distinte del geno-
ma circolare di l? Un module (RepF1A} & responsabile della replicazione
autonoma del plasmide nella cdlula barterica {replicazione vegetativa), F ¢
presente ¢ si mantiene molto stabilmente in copia singola nella cellula gra-
zie 1 un efficiente sisterna di controllo della replicazione ¢ della riparrizio-
ne delle copie replicate nelle due cellule figlie al momento della divisione
binaria. Un seconde modulo, che costinuisce la regione per il trasferimento
coniugativo di F (regione Tra), contiene 1 geni per la costruzione del pilo
coniugativo ¢ per il trasferimento del plasmide alla cellula parmer. 11 pilo
coniugative & una struttura proteica filamentosa che si estende esternamen-
te alla parere del bateerio, permette linterazione con il er Coniugarivo
e promuove la formazione di un contarto stabile tra le due cellule. I rrasfe-
rimento del plasmide dalla cellula donatrice e la ricevente rappresenta un
processo di replicazione specializzato a carico di un secondo replicone indi-
pendente (rep?iczzinnc coniugativa). In seguito a un'incisione a singola eli-
¢a in un sito specifico {er/7) nella regione Tra, inizia nella cellula donarrice
un evento di replicazione “a cerchio rotante”; contestualmente I'elica ind-
sa viene wasferita nella cellula ricevente e ivi replicara,

Lo studio di F ¢ della coniugazione ha fornito alcuni era i primi esem-
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pi di quel bricolage molecolare che avviene in natura ¢ che sarh poi imita-
to dall'ingegneria genetica.

Esempio 1. La coniugazione batterica non € stata scoperta come trasferi-
mento di plasmidi ma come ricombinazione di caratteni cromosomid tra
duc batteri. Si & poi capito che ¢id avviene perché il plasmide F grazic ad
alcune IS presenti nel suo DNA, pubd ricombinare con il cromosoma del
batrerio ¢ formare un'unica molecola (cointegrato). La replicazione coniu-
gativa avverra quindi a carico dell'intero ointegrato: il cromosoma batte-
rico sard cosi trasferito dal batterio donatore al ricevente, nel quale porra
ricombinare grazie ai meceanismi i ricombinazione omologa.

Esempio 2, F puo scindersi dal cointegrato ¢ ritormare a essere un plasmi-
de auronomo. A volte durante questo processo acquisisce porzioni di
DNA batterico adiacenti al sito di inserzione. Abbiamo cosi un plasmide
diverso (F') dotato di nuove carateeristiche geneciche che potra trasferire
ad altri batteri in seguito a coniugazione.

Esempio 3, 1l cointegrato F-cromasoma batterico & costituito da due re-
pliconi vegerativi, ma di norma funziona solo quello cromosomico men-
tre F integrato replica passivamente coine parte del cromosoma battenico.
lmmivami:;a il replicone di £, cofi, & possibile artivare il replicone F che gui-
deri la replicazione dell'intero cromosoma barrerico.

Questi esempi sorrolineano come mole sistemi genertici siano modulari,
intercambiabili ¢ additivi ¢ permettano un'infinick di combinazioni che
moltiplicano la variabilick genetica creata dalle mutazioni e amplificano a
dismisura il substrato su cui la selezione narurale pud agire.

Dopo F mold aleri plasmidi con caraeristiche e dimensioni ke pit: dispa-
rare sono stati isolati in £ coli ¢ in molrissime specic baceniche. Interessant
per gh svilupp: dell'ingegneria generica sono st plasmidi di piccole dimen-
siont (poche kbp), derivari da manipolazione i vito o & virve di pla-
smisdi sz.Ch grandlpe. :p?Oxﬂesm di F mmmh in molte copie. glb
che cararerizza un plasmide ¢ il ‘npﬁconc basc”, ossia 'onigine di replicazio-
ne (onR) ed eventuali geni anness, richiesti per la replicazione del DNA od
eventualmente il suo conwollo, Plasmidi come ColE1 (da cui deriva pMBI1),
RSF1010, R6-5 {da cui deriva pSC101), p15A (da cui deriva pACYC), solo
per citare alcuni tea i repliconi pils wrilizzad in £ coli nelle applicazioni bio-
weenologiche, sono i prototipi di famiglie plasmidiche i cui membri possono
differire per i geni accessori che portano. Un aspetto pratico da tener presen-
te & che plasmidi diversi ma conrcm:nl:;' lo stesso "replicone base™ no;icl) “in-
compatibili” tra Joro (a ngono allo stesso “gruppo di incompatibilici”):
se inF:odoni in una stefsgam cellula barrerica, in mfﬁi una oonfi:ua e for-
te selezione segregheranno nelle nuove cellule di una coltura in erescita fino
a che una cellula conterri solo una delle due forme. Plasmidi con repliconi
divensi, al contrario, sono compatibili ¢ di norma non interferiscono recipro-
camente per la segregazione ¢ il mantenimento nelle cellule figlie.

Infezione virale e trasduzione

I barteriofagi (e i virus in generale) rappresentano una frazione considere-
vole dell'informazione genetica accessoria che “circola”, pilt 0 meno pro-
miscuamente, tra gli organismi cellulari e il loro ruolo positivo nell'evolu-
wone ¢ sempre pil apprezzaso man mano che st acquisiscono nuove
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sequenze genomiche di numetose specie barteriche e si confrontano le se-
quenze complete di isolari diversi della stessa specie. Queste informazioni
atutano a superare il concerto semplicistico di virus come clemento inva-
sore, distruttore ¢ puro parassita insito anche nell’etimologia (virus = vele-
no} o nella connotazione negativa di vocaboli derivari (virulento),

Linfezione virule & di per sé un'acquisizione di informazione fcncdca.
Questo & evidente nel caso dei fagi eemperati, che nella fase di lisogenia
aggiungono tutta la loro informazione genetica a quella del batterio. Even-
tuali murazioni nel profago potranno quindi essere soggetie a selezione
pet le cararreristiche conferite al batterio ospite, | fenomeni della conver-
sione lisogena e della trasduzione specializzata, inolire, dimostrano chia-
ramente come questi elementi, passando di cellula in cellula, possano an-
che acquisire nuova informazione genetica ¢ trasportarla da un batterio a
un alwo. Nella trasduzione izzata, invece, il trasporto ded DNA ¢
svincolato dal replicone fagico: DNA non associato al genoma virale (ad
esempio, un trateo casuale del genoma batterico o di un plasmide residen-
te nells cellula infeteata) viene incapsidato “per errore” in un involucra vi-
rale ¢ in seguito a infezione trasferito in una diversa cellula.

Ricombinazione omologa e manipolazione

del genoma di E. coli

1 due meccanismi che in £ colf consentono il trasferimento di DNA ra cel-
lule diverse della stessa o di diversa specie, coniugazione ¢ infezione virale,
sembrano essersi evoluti per la trasmissione efficiente di repliconi ausono-
mi, rispettivamente plasmidi ¢ baxwiof:f'. Uingresso di questi elementi ge-
nerici in un batterio porea all'aggiunta di nuova informazione genetica in
blocco nella cellula. Leventuale inserzione di quest elementi nel cromaso-
ma batterico avviene tramite sistemi di ricombinazione specializzasi, come
la ricombinazione sito specifica nel caso del fago A, o altri sistemi di ricom-
binazione non omologa mediati da elementi rrasponibili.

Tramite la coniugazione ¢ linfezione di particelle virali, tttavia, pub
avvenire il trasferimento di porzioni di genoma batterico che si sono asso-
cate al replicone plasmidico o virale, oppure che siano state incapsidate
nel virone al posto del genoma virale. In tal caso, grazic ai sistemi di ri-
combinazione omologa, ¢ possibile che il DNA entrato nel banerio wa-
mite coniugazione o trasduzione, invece di aggiungersi al cromosoma re-
sidente, a sostituire ki regione corrispondente tramite un doppio
crossing over. Va osservato che il passaggio di DNA cromosomico da un
batterio a un altro mediante coniugazione o wasduzione ¢ una sorta di er-
rore, un effetto collaterale della coniugazione plasmidica o dell'infezione
virale, e comungue un evento piuttosto raro, Solo la possibilica di selezio-
nare cfficientemente questi ran eventi ha permesso di urilzzarli come po-
tente strumento di analisi ¢ manipolazione genetica,

D'altro canto, 1 meccanismi molecolari che presiedono la ricombina-
none omologa sono talmente complessi che & disicik pensare che si siano
evoluti ¢ mantenuti sotto la pressione selegtiva di un evento accidentale e
raro come il trasferimento orizzontale di DNA omologe. Infacri & piuto-
sto evidente ormai che i processi di ricombinazione omologa presenti in
E. ool ¢ nei batteri in generale facciano paree dei meccanismi fondamen-
tali con cui la cellula ripara danni al DNA, corregge errori ¢ risolve pro-
blemi che si creano in connessione con la replicazione, La ricombinazione
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omologa come meccanismo di scambio genetico con DNA esogeno sem-
brerebbe quindi una sorta di soroprodorto di un processo funzionale alla
gestione ¢ al mantenimento dell'integritd del DNA endogeno. Tuttavia,
come accade per la mutazione, anche a ricombinazione omologa pud
creare configurazioni geniche vantaggiose per la cellula che, per quanto ra-
fe, potranno essere filtrate dalla selezione naturale; oppure pubd produrre
combinazioni geniche urili al generista e al biotecnologo che applicher se-
lezioni artificiali pilt 0 meno ingegnose per isolarle,

Coniugazione ¢ trasdwzione sono stati strumenti molto ti non
solo per 'analisi genetica ma anche per costruire ceppi batterici che con-
tenessero alleli diversamente selezionadi per il miglioramento di processi
biotecnologici. L'avvento delle tecniche del DNA ricombinante hanno
permesso di clonare alleli specifici 0 produrne agevolmente di nuovi (in-
clusi alleli inartivati dall'inserzione o dalla sustituzione con una casserta di
resistenza), introdurdi nel ceppo di inreresse ¢ promuovere lo scambio al-
lelico mediante ricombinazione omologa.

In E coli vi sono diverse vie di ricombinazione omologa che dipendo-
no da RecA, una proreina che lega DNA a singola elica ¢ promuove la si-
napsi del DNA legato al DNA omologo ¢ iFosuo appaizmento all’elica
complementare. La via princig:k di ricombinazione & quella promossa dal
sistema RecBCD, costituito da una potente DNasi (RecBC o esonucleasi
V} e da una subunich che ne regola Vactivied (RecD)), che crea il substrato
a singola elica per RecA.

uesta via ricombinativa pud essere sfruttata, ad esempio, per ortene-
re la ricombinazione tra un allele portato da un plasmide € quello residen-
te nel cromosoma ramite un doppio crossing over (fig. 2.2). Per quanto
potente, questo sistema presentd alcune limitazioni: innanzitutro richiede
regioni di omologia relativamente estese; inoltre non permette di ottencre
ricombinant con DNA lineare introdotto in £ cali per tasformazione, in
quanto questo viene rapidamente degradato dall'ssonucleasi RecBC.

Alrri modi piti 0 meno efficaci per ottenere ricombinazione tra cromo-
soma di £, coli ¢ allcl: omologhi cﬁ:ati in plasmidi o introdorsi diretta-
mente come DNA lineare nella cellula sono stati sviluppari sfruttando la
complicara genetica della icombinazione omologa di questo barterio. Ne-
gli ultimi anni, I'uso del sistema di ricombinazione Red codificaro dal fa-

4 ha fornito uno scrumento ancor piir potente e vessatile per manipo-
are il genoma di £ coli ¢ ha reso obsoleti tut i sistemi, pil complessi e
meno efficient, precedentemente sviluppati.

Il sistema Red & costituito da tre geni gam, che codifica per una protei-
na che inattiva RecBC; exo ¢ det che esprumono un sistema di ricombina-
zione omologa cui bastano 35 basi di omologia per promuovere il crossing
over. Questo permette, ad esempio, di otrenere ricombinanti trasformando
un ceppo di £ coff in cui sia espresso il sistema Red con DNA prodotto
mediante PCR. Questo pud essere costituito da una qualsiasi sequenza (che
normalmente include un marcatore di resistenza ad antibio:i:c(i\ fancheg:
glata da due brevi sequenze di 3540 basi corrispandenti ai siti ave si desi-
deri far avvenire la ricombinazione (fig. 2.3). Applicando un'opportuna se-
lezione & cost possibile otrenere sostituzioni alleliche, delezioni ¢ inserzioni
in un sito prescelto utilizzando direttamente appropriad prodorti di PCR
senza necessariamente passare atraverso la costruzione di specifici coserut-
ti plasmidici. Questo metodo, correntemente applicato nella versione mes-
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Mutagenesi gone specifica mediante sostituzione allefica con doppio crossing over,

il batterio da mutagenizzare (B, regione o gene bersaghio, 5, D, ragiond a sinistra @ 3 destra de! bersaglio) &
trasfoernato con un plasmide sulcida In cul € 51310 costruito "allele mutato costituito da una cassetta di resistenza ad
antibiotico {nell'esemplo, Kan¥) fianchaggiata dalle regioni § e D (0,5-1 kb dascuna). Il plasmide sukcida porta un suo
marcatare selezionabile (Ame®] & un gene che conferisce a1 batterio sensibilita al saccarasio (Sac®). | trasformanti
Kan®, Amp” & Sac® parteranao Il plasmide integrato nel cromasoma grazie a un singolo crossing over nella regione
omologa D {mostrato In figura) 0 S Ned battert in cul avwenga un secondo evento o ricombinazione nell'altra
regione di omologia (S in figura) si avra scambio allelico con excisions del plasmide. || plasmede incapace di replicare
sard perso nells successiva divisiane cellulare, | mutanti avranna fenotipo Sac®, Kan® e Amp®.

sa a punto da Kinill A. Darsenko ¢ Barry L. Wanner, ha quindi potenziato
e semplificato enormemente la costruzione di ceppi di E coli che portino
nuovi alldi, geni o siti di interesse stabilmente integrati nel cromosoma.
Data la semplicita con cui si pud costruire P'allele mutato mediante
PCR, questo metodo si presta alla produzione in serie di un gran numero
di mutanti. Ad esempio, ¢ stata condotra Vinattivazione Sistematica di
4288 ORF di £ roff K-12 el & cosi disponibile la collezione dei 3985 mu-
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Sostituzione allelica mediata dal sistema 2 Red,

ILcoppo da mutagenizzare (8, regione o gena bersaglio, S, D, regioni a sinistra @ & destra del bersaglio) porta un
plasmide a replicazione termosensibile in cui i geni Red di 4 sono inducibili da arabinosio. Cellule in cui | geni Red
SONG $1300 espressi sono trasformate con framments linear contenenti Fallele mutalo, costituito da una cassetta di
antiblotico resistenza (R) flanchegglata da due sequenze FRT nello stesso orlentamento per ka ricombinazione sito
specifica promaossa da FLP, e dalle sequenze § e D. La lunghezza di tali sequenze deve essere almeno 3540 bp.
Questi frammenti di norma & otte facilmente per PCR di appropriati plasmidi stampo con oligonudeotidi che
portano al 5' code di 35-40 basi spondenti a S e D, Il sisterna Red espresso nel ricevente promuove
ricombinazicne tra le beevi reglonl cmologhe del frammento PCR con le sequenze bersaglio permettendo la
selezione del icombenanti antibiotico resistentl. || plasméide Red a ropiicazione termaosensiblle verrd perse crescendo
i ricombinanti a 42 “C, Trasformando || mutante can un plasmide a replicazione termasensibilo che esprime la
ricombinasi sito spedfica FLP si promuowe I'excisione della cassetta di resistenza, lasciando nef sito di mutagenesi
unladtlreve :quemia “cicatrice” (c). | rettangedi grigi nei tre plasmidi simboleggianc cassette di resistenza specifiche
dei diversi plasmidi.
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tanti che tollerano I'inattivazione del gene cornispondente ("Keio collec-
tion”, htep://ecoli.naist.jp; redi anche tabella 2.1),

Grazie al marcarore di andibiotico resistenza associaro, & possibile trasferi-
re agevolmente queste mutazioni da un ceppo a un altro. Inolere & possibile
derivare ceppi privi di marcatore in modo che rimanga solo la mutazione in-
modotta (delerone, inserzione di nuovi trarti di DNA} quando la presenza
dell'anribiotico resistenza non sia appropriata per gli usi desiderari. Infar, le
cassetre di resistenza normalmente usaee in questa procedura sono flancheg:
giate da due siti (FRT) per la ricombinazione sito specifica promossa dalla ri-
combinasi FLP. In seguito a espressione di FLP viene la ricombina-
zione tra i due siti ¢ la cassetta viene excisa lasdamgunabm'c"dcanicc"
caratteristica nella sequenza ne DNA (fig. 2.3).

2.2.2 Gli strumenti epigenetici: modificazione
e restrizione

Ingegneria genetica, clonazione molecolare, sono termini inscindibilmen-
te associati a "enzima di restrizione”. Nell'interminabile elenco di enzimi
di restrizione noti o commercialmente disponibili ben pochi derivano da
E coli, ma ¢ stato proprio lo studio della “resteizione™ (inibizione) della
crescita di batteriofagi in ceppi diversi di questo batterio che ha portato al-
la scoperta ¢ alla comprensione del curioso fenomeno della modificazione
e restrizione del DNA ¢ all'isolamento e utilizzazione degli enzimi di re-
strizione, strumento fondamentale dell ingegnena genetica. Questi enzimi
sono endonucleasi che riconoscono brevi sequenze specifiche sul DNA a
doppia elica e lo tagliano. A seconda del tipo di enzima, il raglio avviene a
livello della sequenza riconesciuta oppure 1 siti casuali, anche distand dal
stto di riconoscimento, 11 taglio perd ¢ inibito se almeno una delle due eli-
che nel sito di riconoscimento & modificata, generalmente per metilazio-
ne di adenine o citosine, Queste modificazioni sono eseguite da sistemi
enzimarici specializzati (enzimi di modificazione), presenti in coppia con
gt enzimi di restrizione, che metilano il DNA a livello delle stesse sequen-
ze riconosciute dall'enzima di restrizione partner. Gli enzimi di modifica-
zione, a ogni ciclo di replicazione del DNA, modificano le sequenze spe-
cifiche sulF'c‘lica neosintetizzata. In un barteerio possono essere presenti uno
o pits sistemi di restrizione associati al corrispondente sistema di medifica-
zione specifico, ¢ rappresentano una sorta di difesa immunitania contro
DNA esogeno. Il DNA endogeno non viene tagliato dagli enzimi di reseri-
rione presenti niel barterio in quanto & modificato nfi specifica siti di ri-
conoscimento. Al contrario, DNA non modificaro nelle specifiche sequen-
ze che entn nel bareerio in seguito, ad esempio, a infezione virake, sard
riconosciuto dalle endonucleass di restrizione, tagliato ¢ avviato a degrada-
zione completa da parte di altre nucleasi.

Nel ceppo E. coli K-12 & presente un complesso di modificazione ¢ re-
strizione specifico, codificaro dai geni AsdSMR, che niconosce la sequenza
AA*CINJGTGC (sull'elica complementare: GCA*C[NGIGTT) grazie al-
la subunita codificata da isdS. Le A* di queste sequenze presenti nel geno-
ma di £ coli K-12 risultano di norma metilate su ambedue le eliche. Su-
bito dopo la replicazione solo un'elica risultera metlata, ma l'elica
neosintetizzata verra rapidamente metilaca dalla merilasi (codificara da
hudM) del complesso. Al contrario, se le A di questa sequenza non sono
metilate 1] DNA verra rapidamente tagliato dalla nucleast (codificata da
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#sdl). Tipicamente questa situazione si verifica quando DNA esogeno
proveniente da batteri privi dello specifico sistema di modificazione entra
nel barterio tramite infezione virale. coniugazione o, artificialmente, me-
diante trasformazione.

Molti ceppi comunemente utilizzati per o ioni di clonazione sono
opportunamente murati ned siscema di modimne'muilk)nc. Mutanti
hsdS (oppure doppi mutanti sstlM hsdR) sono incapaci sia di “modificare”
(metilare) sia di ingere” (tagliare) DNA non modificato, mentre mu-
wnti nel solo gene Iml% non restringono ma sono capaci di modificare il
DNA a livello delle sequenze specifiche per K-12. Ceppi di £, cois diversi
(ad exempio £ colf B) possona contenere un omologo sistema di modifica-
zione ¢ restrizione che perd riconosce una diversa sequenza specifica grazie
a un diverso gene AdS; altri, come E. cofi C, sono privi dell'inrero sistema,

Il sistema Asd di E coli € il prototipo dei sistemi di modificazione ¢ re-
strizione di tipo 1 in cui endonucleasi, metilasi ¢ fattore di specificics sono
associati in un unico complesso etero-oligomerico. Inoltre questi enzimi
non taghano il DNA a livello del sito di neonoscimento bensl a una no-
tevole diszanza, producendo frammenti di DNA ererogenei. Nei sistemi di
tipo I1, invece, metilasi ed endonucieati operano separatamente ¢ lenzima
di restrizione taglia in posizione predeterminata nel sito di riconoscimen-
10 0 nelle sue vicinanze, rompendo quindi una molecola di DNA in un
numero definico di frammenti fa cui lunghezea ¢ determinaca dalla se-
quenza nucleotidica. Sono questi gli enzimi che troveranno immediata ¢
vasta applicazione per le manipolazioni in vitro del DNA.

In molu ceppi di E. ¢oli, tra cui K-12, sono anche presenti sistemi di
restrizione (maA, merBC, mirr) che ragliano DNA merilato in sequenze
pil 0 meno specifiche che in £ colf non sono di norma mecilate, Quest
sistemi pongono un ulteriore controllo all'ingresso di DNA no pro-
veniente da organismi che modificano il loro DNA in siti diversi da quel-
li specificamente modificati dal ceppo di £ coli ricevente ¢ costituiscono
un problema guando si voglia clonare DNA proveniente da barreri, pian-
te o animali che sia gi2 pit 0 meno estesamente metilato dall'organismo
di partenza. In questi casi & bene utilizzare come ricevente un ceppo in cui
questi geni siano assenti (£, coli C) o murari.

Lanalisi genetica ¢ biochimica di £. coli ¢ dei suoi clementi genetici ac-
cessori, oltre a delucidare meccanismi molecolari fondamentali, ha anche
messo a disposizione un’ampia gamma di enzimi che si sono rivelati essen-
ziali o wtili nella manipolazione in vitro del DNA, dalla DNA ligas: alla
DNA Qolimenxi I (0 il frammento Klenow privo di attiviea esonucleoliri-
ca 5-3" da essa denivato), dalle DNA polimerasi dei fagi T4 ¢ T7 al'RNA
polimerasi dei fagi T7 ¢ T3, per citare solo una piceola selezione di protei-
'ne ul:illizzatc quotidianamente 7 vitro efo in vive nelle biotecnologie mo-
ccolari,

2.3 LA CLONAZIONE MOLECOLARE

Lo studio dei sistemi di trasferimento genico presenti nei bateeri ¢ Ia pra-
tica acquisita nel manipoldre geneticamente £, coli ¢ i suoi bartersofagi ¢
plasmidi hanno segnato la via lungo cui si sono sviluppate le diverse me-
todologic dell'ingegneria generica. I concetri e gli strumend sviluppat nei
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primi trent'anni di analisi genetica di £..coli sono strati rapidamente adot-
tati ¢ adartati per clonare DNA denvato da qualsiasi altro organismo
creando molecole chimeriche da utilizzarsi per i pitt diversi scopi diretta-
mente in E. coli oppure da trasferire in aleri barteri, piante o animali, wo-
mo incluso. La “ddonazione molecolare™ ha rivoluzionato non solo il mo-
do di fare ricerca nell'ambito della genetica ¢ della biologia molecolare, ma
ha sggmo I'avvento delle moderne biotecnologie,

srazie alla facilit con cui pud essere cresciuto ¢ manipolato in labo-
ratorio, alla mancanza di patogenicira (almeno limitatamente ai ceppi co-
munemente utilizzat) e soprattucto alla varieta di efficienti strumenti
generici disponibili, E. colf & stato immediatamente adottato come 'orga-
nismo d'clezione per condurre quest esperimenti.

Ancora oggi E coli & in larga misura insostituibile in molti processi
biotecnologici, vuoi perché viene direttamente utilizzato come organismo
in cui sara condotto il processo stesso, vuoi perché viene utilizzato come
ospite intermedio per la manipolazione di sistemi genetici che saranno poi
rrasferiti nell'organismo terminale.

2.3.1 Obbiettivi e strategie

La clonazione molecolare consiste nel erasferire in visre un frammento di
DINA dal suo contesto naturale (ad esempio un cromosoma) 4 una picco-
la molecola di DNA (vettore) capace di replicazione autonoma (replico-
ne) ¢ introdurre questo costrutto chimerico, formaro dal vettore ¢ dal
DNA “clonato”, in una cellula ospite capace di sostenerne la replicazione.
La crescita di una coltura di tali cellule consentira di amplificare esponen-
rialmente il DNA chimerico, Questo permettera di avere a disposizione il
frammento di DNA clonato, sia i vieo nella cellula ospite, sia in vt
estraendo il DNA del costructo dalle cellule.

La potenza di questo metodo pud essere apprezzara sc si considera, ad
esempio, che clonare un frammento di 10 kbp di genoma murino (quasi
3 miliardi di bp) in un vertore di poche kbp, equivalc a un arricchimento
di circa 300 000 volee, Infarti nel DNA genomico purificaro da cellule di
topo quel frammento specifico rappresenta una parte su trecentomila,
mentre rappresenta il 70-80% del DNA chimerico. |l frammento clonato
pub essere amplificato facendo crescere una coltura del batterio ospite e da
qui estrarzo ¢ purificato con metodi piuttasto semplici. In aluri termini, 10
pg di questo DNA (circa 10'? molecole) closato in un plasmide multico-
pia possono essere ottenuti agevolmente da pochi cubici di coltura baree-
rica. Per avere la stessa quantita di quel tratto specifico di DNA partendo
dal genoma murino sarchbero necessari 3 g di DNA cellulare, contenuto
in circa 500 miliardi di cellule diploidi {(qualche decina di topi).

Il DNA clonato pud essere utilizzato per innumerevoli scopi. Dispor-
re di un tratto spoci;co di DNA permette innanzitutro di definirne la se-
quenza nucleotidica, di utilizzarlo come “sonda” per identificare tratti di
DNA o RNA identici od omologhi in miscele complesse, 0 come stampo,
in vivo o in vitr, per la produzione di RNA o proteine codificate. E pos-
sibile alterare il DNA clonato con mutazioni mirate puntiformi o estese,
o ricombinarlo con altre sequenze producendo combinazioni inedite e per
gl scopi piti disparati, Ad esempio, la sequenza codificante di un gene pud
essere associata a promototi noti per controllame 'espressione o a sequen-
ze eticherta (rag) per monitorame I'espressione o per facilitare la purifica-
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rione della proteina “etichertara”. Al contrario, una sequenza non codifi-
canfe pud essere associata a un gene noto la cui espressione ¢ facilmente
maonitorabile (gene “reporter”) per poterne studiare le caracteristiche (ad
esempio, sc si tratti di un promotore, enhancer, terminatore trascrizionale
ecc.) ¢ dissezionarlo ulteriormente nei suoi elementi funzionali. Quando
si vogliono dissczionare gli elementi che regolano la trascrizione di un ope-
rone si costruiscono le cosiddette fusioni operoniche, in cui la regione re-
golatrice dell'operonc sotwo studio viene fusa al gene reporter che mantie-
ne ka propria regione di inizio traduzione (TIR). Se invece si intende
studiare anche la regolazione traduzionale, si fonde la TIR ¢ una porzione
codificante pit 0 meno lunga del gene sotto studio con la ORF del gene
reporter, mantenendo la correrta fase di traduzione (fusioni geniche).

1l DNA donaro ¢ le sue varianti manipolate possono essere anche tra-
sferiti in vettori specializzati per poi essere inseriti in cellule dell'organismo
di origine o in organismi diversi; possono essere espressi in vivo per studi
genetici {dominanza, complementazione), fisiologici, o per omenere le
proteine espresse o i metaboliti prodowi dalla loro artivied enzimatica.

In went'anni di ecnologia dd DNA ricombinante i metodi e le stra-
tegie di clonazione ¢ manipolazione del DNA si sono fortemente evoluti.
Una svolta decisamente innovativa si & verificara con Pavvento della “rea-
zione a catena della DNA polimerasi” (PCR), che ha reso obsolete alcune
procedure, ha permesso la semplificazione di altre, ma soprattutto ha
rafforzato in modo sinergico le potenzialisa della clonazione molecolare
conferendole un’imprevista ulteriore efficacia e semplicitd.,

2.3.2 Gli strumenti

La rilevanza della recnologia del DNA ricombinante nella ricerca ¢ nelle
biotecnologie ¢ il uolo centrale che E coli mantiene in questi processi con-
ferisce un grande valore, anche commerciale, agli strumenti indispensabili
per questa astivitd. La rassegna sommaria di vertori, ospic, sistemi di scree-
ning per l'ingegnenia genetica in £, colf di questo capitolo cercherd di evi-
denziare le cararreristiche che interessano |'utilizzazione di questi strumen-
ti. Va ricordato inoltre che la loro produzione ¢ innovazione rappresenta di
per s¢ un importante settore del mercato ¢ della ricerca biorecnologica.

Vettori
Esiste una pletora di verrori di donaggio (eab. 2.2) rispondenti a diverse
esigenze ¢ carateristiche che ruotano atorno a pochi fattod principali: da
dove viene il DNA che devo clonare? Come riconosco che 5 clonaggio ¢
avvenuto ¢/o che ho cdonato il DNA di mio interesse? Cosa devo fare con
il DNA che ho clonato? Diversa sard la seelta del vertore se devo costruine
una banca genomica, se devo donare uno specifico pezzetto di DNA da
un intero genoma o subclonarlo da un costrutto primario; se devo dispor-
re del DNA clonato semplicemente per sequenziarlo, per usarlo come son-
da molecolare, se devo farlo esprimere in E. cofi o crasferitlo in un altro or-
ganismao,

In un vetore di clonaggio riconosciamo tre elementi principali che &
caratterizzano:
® il sistema di ceplicazione;
® il sistema di selezione;
® il sistema di “gestione”™ del DNA clonato,
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Tabella 2.2 Akuni vettori per la clonazione molecolare in E. coll,

Replicone DNA clonabile Utilizzaziom peincipall @ comment

PlasmidV
PBR322 CokEl 20 <20 PMasmidi “stania”, tra karo compatibill, ds o yuno dert
PACYCA PISA 0 <10 numaresl plasmid spoclatzzati Utikzzabili per donaziore
ASCH0Y RE-5 5 <20 “gewrica” o frammanti di DNA retstvaments piccoll.
pRsa - Vettori per Fusioni operoniche ¢ geniche. A
pue Cokt > 00 =20 Esprimono la perdone N-teminale dolla flgalattovdasi
' complementans ts mutazione ecZaM15 (i tab, 2 4%
urinserzione nel sito ol donazions abiolisce Fespresiione
dal peptide capace & complemantare,
pETe ColEt <20 Vettoe per 'eigeassione goi geni csonatl, anche pee
: 4 ‘ produrre protene “etichettate”. _
paIII2 ol < < Origine di replicazione gmvle n Coll 1 ma compatdsie,
Mi3mpe ma 1 replicone s mantions In Jorma plasmidica. L weloni sono
wtrus dalla ceflida nza dve avwenga Bsl. B DNA 3 singola
plica comtenuto nei vinoni & un oMo ubstats per e
reazioni di sequensiamento.
vettorl diverst & 1-20 ;&g@ﬂmmﬂ o _‘dd_ﬁg‘::'mﬂl.wle.
0 disparate snigerze di kanaggio. Chauthawmale of
Al 41582, Microbiol Rev. 56 577-501.
pH ColE1 as Genutechs coamidiche. Uno dei primi cosmid| creath.
Diverse variants sano disponibifl anche cormmerd almente,
Cromasoml artificial
PPAC " ~100 Gancteche PAC
plAC 3 -300 Genoteche BAC
PYAC Fevito ~ 1000 Genoteche YA

o diverse varianti il vettore 1600 conts ackdistinte d rumer! diss,

Il sistema di replicazione
Il sistema di replicazione & molto frequentemente un replicone plasmidi-
co, | repliconi di batteriofagi vengono di norma ucilizzari in vetrori per |
quali si prevede una fase in 2ui si producano particelle virali con capside
contenente il costrurro. In passato sono stati molto utilizzati vettoni deri-
vati dal fago A sia per clonare frammenti specifici che per costruire geno-
teche. [l sistema A offre diverse caracteristiche interessanti e che sono state
molto sfruttate in vewor specializzan, quali la capacita di integrassi nel
cromosoma di E. coli e quindi mantenere il gene clonato in copia singola;
la possibilitd di rimpiazzare una larga porzione del proprio genoma con
DNA estraneo senza perdere la capaciti di compiere ciclo litico; la richie-
sta di una quantitd minima definita di DNA per l'impacchettamento nel
capside virale, Queste due ultime cararreristiche sono state sfrutcate per
costruire genoteche fagiche,

Ma 1 vantaggi di disporre di un efficiente sistema di amplificazione ¢

urificazione del DNA passando artraverso la produzione litica di particel-

rtvimli sono seatl offuscani dalla maggior complessita (concettuale ¢ tecni-
ca) del sistema fago risperto al sistema plasmide. Per cui specifiche carat-
weristiche interessanti dei sistemi Rgici sono state inserite in vettori
plasmidici o sono state semplicemente impiazzare in plasmidi da sistemi
analoghi (vedf olire, cosmidi e cromosomi arificiali).

Aleri veteori fagici di un certo interesse sono quelli derivari dai fagi fi-
lamentosi (M13, td, 1). Questi fagi infectano solo batteri F* dotati di pi-
lo coniugativo ¢ sono format da un invelucro proteico costituito da una
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iccola proteina principale che, in qualche migliaio di copie, forma il f-
f;mcmo che avvalge il DNA a singola elica e da proteine minoritarie, duc
localizzate all'estremita infettiva del filamento e due a quella op In-
fettato l'ospite barerico, il DNA a singola elica si converte nella forma
replicativa a doppia elica del turto assimilabile a un plasmide multicopia.
La produzione di virioni richiede la ransizione a una modalita di repli-
cazione a cerchio rotante. Questa rilascia un genoma a singola elica che
viene avvolto nel capside proteico filamentoso contestualmente all'estru-
sione del virus dal barterio, senza che avvenga lisi cellulare. La presenza
nel genoma virale di geni dispensabili (e quindi rimovibili) ¢ il facto che
la lunghczza del virione non ¢ fissa ma pud aumentare entro cerd limiri
in funzione della quantita di DNA da impacchertare, permerte di clona-
re in questi virus DNA cterologo, Vettori di questo genere hanno un im-
piego specifico per produrre DNA a singola jica (particolarmente prege-
vole, un tempo, per produrre sonde molecolari o per sequenziare piit
agevolmente il DNA) e come sistemi per “esporre” pepridi fusi alle pro-
teine del capside (veds oltre).

Il replicone pits unilizzato nei verwori di clonaggio ¢ senza dubbio quel-
lo derivato dal plasmide ColE1/pMBI1, gia incorporato nello storico
pBR322. Un vantaggio di questo replicone ¢ di essere costiruito semplice-
mente da una sequenza in i ¢ dirﬁii)pcndcrc per il proprio funzionamen-
to solo da proteine dell'ospite batterico.

Cosmidi ¢ cromosomi artificiali BAC e PAC

La “capacied” (dimensione di DNA clonabile) di molti repliconi plasmidi-
ci, specialmente se mantenuti in alto numero di copic, & relatvamente li-
mitata (vedi tab. 2.2) in parte per le modalith intrinseche di replicazione
dei repliconi utilizzat ¢, nel caso dei cosmidi, per le modalita di selezione
delle dimensioni del costrutto, Le esigenze di genoteche ordinate dei gran-
di genomi animali o vegerali hanno spinto alla creazione di nuovi vetrori
che potessero accomodare quanticd di DNA superiori creando i cosiddet-
i “cromosomi artificiali” di £ coli BAC (Bacrerial Artificial Chromosomes)
basati sul replicone del plasmide F e PAC (P1-derived Artificial Chromoro-
mies) basati sul replicone del profago P1, Va ricordato che il fago tempera-
to P'1 ¢ costituito da due repliconi: il replicone litico, che permetre Ieffi-
ciente replicazione del genoma virale (oltre 80 kbp) duranee il ciclo lirico,
e un secondo replicone, attivato durance il ciclo lisogeno, che mantiene il
profago allo stato plasmidico.

I replicont dei plasmidi ¥ ¢ P1 (allo stato di profago) seno organizzati
in modo molto simile ¢ sono dorari di un sistema di conerollo della repli-
cazaone ¢ di un sistema di ripartizione che assicura il mantenimento in sin-
gola copia dei plasmidi ¢ la loro corretea segregazione nelle cellule figlie a
ogni divisione cellulare, Alcuni PAC mantengono ambedue i repliconi: il
replicone plasmidico, che mantiene il costrutto in copia singola, & normal-
mente operativo, mentre i geni necessari per arcivare il replicone litico so-
No Mantenum in uno $tato represso ¢ vengono indotri quando si desidera
aumentare il numero di copie del PAC.

Compatibilita ¢ vettori suicidi-
Dovendo mantenere in un solo ceppo batserico piii geni clonati su plasmi-
di indipendenti, & importante scegliere repliconi diversi ¢ quindi compa-
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tibili, per evicare “conflir di interesse” ehe renderebbero difficile la coesi-
stenza dei due vertort aclla stessa cellula, Al contrario. l'incompatibilira tra
plasmidi con il medesimo replicone ﬁub essere sfruttata quando, ad esem-
pio, si intende “scacciare” da una cellula un costrurto nmpiazzandolo con
un altro (rimescolamento plasmidico, plasmid shuffling). In tal caso si uri-
lizzano vertort con la stessa origine di replicazione ma che conferiscono di-
versa resistenza ad antibiotico. Cellule che ospitano il primo costrutto ven-
gono trasformate col secondo selezionando solo per la resistenza portara
da quest'ultimo. Nel giro di poche divisioni cellufari la ; dei
cloni saranno curati dal primo plasmide e ospiteranno solo il secondo.

Spesso & anche urile disporre di sistemi a replicazione condizionale e di
vettori suicidi. Ad esempio, i plasmidi tipo ColE1 richiedono la DNA po-
limerasi [ batrerica (Poll, codificara dal gene pold) per iniziare la loro re-
plicazione. In mutant di £ colf pold™ (codificanti per una DNA polime-
rasi [ termosensibile) il plasmide potrd replicare a 30 ma non a 42 °C.
Ancora, la replicazione del plaxmicﬂo pSC101 dipende dal gene repd, por-
rato dal plasmide stesso, Mutanti pSC101 7epA™ potranno replicare solo
alla temperatura permissiva (30 °C). E cost possibile “curare” dal plasmi-
de il ceppo batterico che lo ospitava semplicemente alzando la temperaru-
ra di crescita (42 °C) in assenza dell antibiotico conto cui il vertore con-
ferisce resistenza, Se invece si mantiene la pressione selettiva, & possibile
selezionare cloni in cui il costrutea si & integrato nel cromosoma del bac-
terio, ad esempio per ricombinazione omologa oppure sito-specifica.

Infine, vettori suicidi possono essere mantenuti in ceppi permissivi ¢
trasferiti in ceppi non permissivi ove verranno rapidamente persi a meno
che non si integrino nel cromosoma del nuovo ospite. Quest'ultimo pub
essere una specie diversa incapace di sostenere la replicazione di quel pla-
smide eterologo, oppure un divesso ceppo di £ c;r Due esempi: vettori
derivati da ColE1 nen replicheranno in mutanti privi del gene pold fun-
zionale; il gene pir del plasmide ROK, che codifica per la protcina Pi, & in-
dis sabiF:"pﬂ' la replicaziane del plasmide per cui derivad di R6K dele-
ti del gene pir replicheranna solo in un barterio geneticamente modificato
che esprima la proteina Pi ma non sc trasferiti in basteri “normali”.

A volte & invece opportuno dotare un vettore di pils sistemi di replica-
zione che permertano al costrutto finale di replicare non solo in £ coli ma
anche in specic diverse, batteriche o cucariote (vettori “spoletea”).

li sistema di sellezione

i vettore per I'ingegneria genetica porta una o piti funzioni che ne per-
rcn)z‘mm la st‘;:zrionfegssia permettono la crcsciupdcllc cellule bmtcn!::hc
che Ii ospitano in condizioni colturali che prevengono la crescita dei bat-
teri che ne sono privi, In prima istanza il sistema di selezione & indispen-
sabile per selezionare i rari baceri che portano un costrutro plasmidico
quando questo viene trasferito in un ospite batterico (di norma mediante
trasformazione o tecniche simili}, In secondo luogo la selezione & richiesta
per il mantenimento del ceppo ricombinante. Infawi, mentre 1 plasmidi
naturali sono dotati di sistemi che ne permettono Fefficiente propagazio-
ne ¢ ripartizione nelke cellule figlie, per cui la perdita di un plasmide & un
evento piuttosto raro, i plasmidi ricombinanti usari come vertori possono
essere stani privari di alcuni di questi sistemi. Inoltre il DNA ctcmzo che
trasportana pud spesso compromestere |'efficienza di trasmissione del pla-
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smide alle cellule figlie, oppure allungare notevolmente il tempo di gene-
razione del batterio ospite rispetto a barteri che abbiano accidentalmente
perso il plasmide. La continua selezione per i caracteri marcatori del vet-
tore & quindi di faro indispensabile per il mantenimento di un ceppo che
ospita un costrutto plasmidico in quanto climina le cellule che non eredi-
tano il plasmide ¢ impediscono che queste ultime prendano il sopravven-
to numerico nella popolazione batterica,

| caratteni piin £:qucntememc urilizzati come marcatori sono geni che
conferiscono resistenza ad antibiotici, spesso originati da trasposoni e/o
ospitati dal plasmide originario, oppure trasferiti nel vertore con manipo-
lazioni genetiche. Perlopii questi geni codificano per enzimi che distrug-
gono o modificano ancibiotico inattivandolo {ad esempio, P-lattamasi
che idrolizzano Fanello B-larramico degli omonimi antibiorici, trans-aceri-
lasi che aceulano il cloramfenicolo, fosfotransferasi che fosforilano le ka-
namicine), Questi meccanismi enzimatici di detossificazione possono far
st che la concentrazione dell'antibiotico nel mezzo di coltura si abbassi a
livelli sub-ortimali, consentendo la crescita di colonie satelliv, fenocopie o
patine di batteri sensibili. Pertanto nuovi ceppi ottenuti per trasformazio-
ne vanno sempre purificati tramite pii di un passaggio consecutivo per co-
lonia singola in terreno selectivo,

E opportune anche ricordate che le sesistenze ad antibiotici possono in-
sargere, anche se con bassa frequenza, per mutazione di geni dell’ospire bar-
terico (tipicamente mutazioni in proteine bersaglio di antibiotics; attivazio-
ne di sistemi di efflusso o aliri sistemi di resistenza normalmente poco
espressi, o inattivazione di sistemi di trasporto). Cib va tenuto presente spe-
cialmente quando, trasformando barteri con miscele di ligazione, & otten-
gono ran trasformanti che dovranno cssere opportunamente caratrerizzati.

Infine vanno menzionati i sistemi di controselezione, ossia procedure
che permettono di selezionare cellule che hanno perso il plasmide o co-
mungque il gene controsclezionabile. In alcuni vettori di £ coff & stato in-
serito il gene sacB (di Bacillus subtilic o di altro microrganismo) il cui pro-
dotto {levansucrasi) idrolizea il saccarosio ¢ polimeriza il fruttosio in
levano, Laccumulo di questo polisaccande nel periplasma. per motivi non
del rurto chiariti, risulta tossico per E. coli. | g:tteri che ospitano quest
verrori nisuliano pertanto scnsibiml saccarosio ¢ ¢id permerre di selezio-
nare i derivati che abbiano perso il plasmide. Un altro siscema di contro-
selezione frequentemente utilizzato si basa sul farto che mutazioni ned ge-
ne ol (codifica per la proteina ribosomale S12) che conferiscono
resistenza alla strepromicina sono recessive. Quindi £, coli mpul3® che
aspiti un plasmide in cui sia stato clonarto il gene spsl selvarico, & sensibi-
le all'antibiotico « sark cosi possibile selezionare i derivati Str” che hanno
perso il plasmide.

Il sistema di “gestione” del DNA clonato

Diversi tipi di vettori sono stati sviluppat per venire incontro alle molte-
plici esigenze e applicazioni defla recnologia del DNA ricombinante e in-
corporano carattenistiche che ne facilitane unlizzazione o i rendono
adarn a usi specifici.

Sistemi di trasferimento di DNA

Una prima serie di cararteristche riguardano le modalicd con cui il co-
SCIUCLO gencrato i vitre pud essere inserito nel ceppo di £ coli nicevente
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elo trasferico in un altro ospite (un altro ceppo di £, colé, un batterio non

strettamente correlato oppure cellule eucariote come lievito, piante o ani-

mali, uemo incluso}). | vetori per I'ingegneria genetica possono quindi

contenere uleeriori moduli per il trasferimento, E: replicazione e/o ate-

Erazione genomica, sito specifica o casuale, nell'organismo in cui avviene
donazione iniziale o in quello di destinazione finale.

Il sistema di gran lunga pits comune per inserire o trasferire DNA in
una cellula ¢ la trasformazione artificiale con le sue varianti pils 0 meno
tecnologicamente assistite ed efhcienti quali eletroporazione, microbom-
bardamento, trasfezione mediata da calcio o da vescicole lipidiche. La ta-
stormazione & un metodo molto pratico, non richiede particolari cararre-
ristiche del vettore se non un adeguato sistema di selezione. 11 suo limite
pud essere P'efficienza, menwe i processi “naturali” di trasferimento di
DNA, infezione virale, coniugazione e la stessa trasformazione nelle spe-
cie batteriche naturalmente trasformabili, sono di gran lunga piis efficien-
ti nel trasferire DNA, potendo raggiungere efficienze prossime al 100%.

Per molto tempo la trasduzione ha rappresentato uno dei vantaggi ap-
prezzati per vettori derivati dal fago 2. (rab. 2.2) che mantenevano la capa-
cith di fare ciclo litico (ed eventualmente ciclo lisogeno se era richiessa la
capacita di integransi nel cromosoma del barterio). Con questi derivati di
% & possibile én vizro legare il DNA da clonarc al DNA vettore, impacchet-
tarlo in virioni infettivi fornendo teste fagiche immarure ¢ code preforma-
te. e infertare un barterio sensibile dove il virus ricombinante st moltipli-
chera in modo litico. Questo sistema permette di selezionare le molecole
ricombinanti in hase alla loro lunghezza in quanto la testa immarura
preformara di A pud impacchertare solo DNA delimitato da due ripetizio-
ni di una sequenza di taglio specifica {¢cas) discanti da circa 38 2 50 kbp. Al
netto del genoma minimao di & richiesto per il ciclo litico (circa 30 kbp),
questi vettori hanno quindi una capacica di 20 kbp, un fattore un tempo
apprezzato nella costruzione di banche genomiche. Questo sistema si € poi
evoluto in vettori detti cosmidi, in cur due sequenze cor sono inserite in
un plasmide di poche kbp. Il DNA da clonare legato in un cosmide pud
essere manipolato i e ¢ in witre alla stregua di un normale plasmide.
Inoltre, pud essere incapsidato in pitvo in un virione ed essere efficiente-
mente trasdotto in £ colf ove si manterrd come plasmide. Olere all’aumen-
tata dimensione del DNA clonabile (35-45 kbp), la natura plasmidica di
questi costrueti ne rende pit semplice la propagazione e le manipolazioni
successive. Le teste del fago in cui incapsidare il DNA dei verrori fagia ¢
cosmidici ¢ le code da aggiungere per formare particelle virali infective
vengono preparate (e commercializzate) separatamente da estracti di cellu-
l¢ infettate con fagi A defewtivi per la via morfogenctica, rispettivamente,
delle code e delle teste, Altri sistemi di impacchettamento in vitro sono
quelli dei fagi P1 e T4, utilizzati in particolare per vertori PAC,

Questi concetts e pratiche di bricalage molecolare sui vettori sono sta-
ti estesi anche a verrori per cellule eucariote allo scopo di inserire costrue-
ti ricombinanti in capsidi di retrovirus o di virus vaccine ¢ introdurdi nel-
le cellule finali sfrumando i meccanismi di infezione virale che
rapgrcscntano in assoluto il modo pit efficiente di inrodurre un acido
nucleico in una cellula.

Un altro sistema “naturale” di trasferimento di DNA da un barerio a
un altro che pub essere utilizzato nelle procedure di ingegneria genetica ¢
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la coniugazione, Per mantencre contenute le dimensioni del verrore, si
preferisce di norma dotarlo solo della corra sequenza di DNA che conrie-
ne o777, ossia il sito di inizio della replicazione coniugativa. T geni neces-
sari in genr per la produzione del pilo ¢ per promuovere il trasferimento
coningarivo del DNA vengono fornit da un aliro plasmide oppure da un
suo denvato inserito nel cromosoma batrerico. Si possono cosi trasferire
mediante coniugazione costrutri ingegnerizzati tra ceppi diversi di £ colt,
oppure da £ ro’i ad alure specie batweriche (ad esempio, Pewdomonas spp.,
Streptomyces spp.) 0 anche a cellule di lievito, 11 traslfrimcmo mediante co-
nivgazione pud essere preferibile alla rrasformazione specialmente se si
vuole evitare l'estrazione del DNA da crasferire (as esempio, quando i co-
structi da gestire sono di numero ¢/o di dimensioni li come
nel caso di librerie genomiche) o quando sia richiesta un'efficienza di tra-
sferimento del DNA superiore a quella ottenibile mediante trasformazio-
ne (ad esempio, per trasferire costrutri da £, colf in barteri recalcitranti an-
che alla trastormazione artificiale come P aeruginosa).

Un caso a parte ¢ particolarmente importante da menzionare & il erasfe-
rimento di DNA da batreri a piante tramite il sistema di coniugazione par-
ticolarmente specializzato del plasmide Ti di Agrodacserium tumefaciens.
Oppormunamente modificato, questo sistema permette oggi un efidente
trasterimento di DNA ricombinante da cellule famcrichc a piante dicotile-
doni. [ sistemi di trasferimento coniugativo presenti in barteni diversi, in-
cluso il sistema di eritm, presentano meccanismi molecolari estre-
mamente simili. Inoltre | componenti proteict che costituiscono le diverse
“macchine coniugative” bateriche note sono omologhi (e s intercam-
biabili) tra loro ¢ con componenti dei cosiddetri “sistemi cﬁ secrezione del
quarto tipo”, che mediano il trasferimento di macromolecole (DNA o pro-
teine come tassine o farrori di virulenza) da barreri a cellule eucariore,

Regolazione dell'espressione det gent clonati

Un altro importante aspetto relativo alla gestione del DNA clonato riguar-
da la regolazione della sua espressione. Anche qui gli obbiettivi possono es-
sere diversi. Esprimere un gene in modo temporalmente ¢ quantitativa-
mente regolato pué essere utile per studiame il ruolo in £ colf o in altro
organismo, pud essere finalizzaro a produrre una proteina di interesse per
ruriﬁcarla, oppure ad attivare un sistema metabolico per ottenere metabo-
iti specifici. Spesso l’gymsionc o la sovrespressione mum geni pud ¢s-
sere deleteria per £ ool e quindi una loro efficace repressione durante la
crescita della coltura e l'induzione nelle fasi terminali del processo pud es-

sere rtante per ottimizzare la resa,

Sistemi regor:l;ili negativamente (0 contemporaneamente in modo
negativo ¢ positivo) format dal promotore-operatore e dal nispettivo re-
pressore degli operoni lirici del A, dell'operone latrosio (fc) o arabi-
nosio (ans), sono ampiamente utilizzati in numerosi vetton. 1l gene di in-
teresse viene clonato a valle di questi promorori e fa sua espressione &
indorea inibendo I'azione del repressore, il cui gene & incorporaro nel ver-
tore stesso o localizzato nel cromosoma batterico, Lespressione di geni clo-
nati sotto | promotori-operatori litici di A (O Py o OgPg) ¢ indotta termi-
camente, avvalendost di un  repressore  (proteina  Cl)  mutante
termosensibile, mentre i promotori ke [0 promotori mutant o ibridi pit
efficienti come ad esempio il promorore e, ibrido tra i promorton trp
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(tripeofanc) ¢ la| e ara vengono indomi chimicamente a iungendo al
mezzo di coltura, rispettivamente, |'indutrore gratwito [PTG (un analogoe
non metabolizzabile del lattosio) o I'arabinosio.

Particolarmente interessante ¢ 'uso del’RNA polimerasi dei barterio-
fagi T7, T3 o SP6 (quest'ultimo un fago di Safmenella) per otenere, sia
in vite sia in vitr, |a trascrizione di geni clonari. Queste RNA polimera-
si, a differenza delle RNA polimerasi cellulan, sono prowine monomeri-
che (e quindi piix facile da clonare, esprimere ¢ purificare per un uso in w-
sro delle RNA polimerasi cellulari), trascrivono 3 una velocita decisamente
superiore a quella dell'RNA polimerast barrerica, ¢ riconoscono come pro-
motore sequenze specifiche non riconosciute dall'RNA polimerasi di £
cnli ¢ virmalmente assenti nel suo genoma. Questi promotori sono quin-
di ampiamente utilizzati nei cosidderti vettori d'espressione, quando si
mira 4 un'espressione efficiente ¢ specifica di proteine d'interesse. Non es-
sendo questi promotori regolabili da un repressore specifico, U'espressione
i vive del gene d'interesse & spenta o attivasa regolando ['espressione del-
|a stessa RNA polimerasi, Ad esempio, il gene che codifica per 'RNA po-
limerasi i T7 &, in mold sistemi di uso corrente, clonato sotro il control-
lo del promorore inducibile fee nel genoma di A (ceppo DE3) ¢ integrato
in singola copia nel cromosoma di E. rolf. Con l'aggiunta di IPTG i in-
duce lespressione del gene dell’RNA polimerusi ¢ di conseguenza la tra-
scrizione del gene d'interesse clonaro a valle del promorore specifico per
I'RNA polimerasi di T7.

Infine va sottolineato che un'ottimale espressione dei geni clonat ri-
chiede anche un'cfficiente traduzione. Per questo i verton d'espressione
possono portare a valle del promotore una regione ottimizzata (sequenza
Shine-Dalgarno e ATG di inizio} per Iinizio della traduzione.

Fusioni con geni “reporter”

Un problema nello studio dellu regolazione dell espressione genica & dovu-
w al fatto che per la maggior parre delle proteine non sono disponibili sag-
g quanditarivi (¢ spesso neppure qualiativi) di facile impiego che permet-
rano di valutarne |'espressione in diverse condizioni fisiologiche o in
presenza di mutazioni nel sistema di regolazione. Grazie alla modularita
dei sistemi biologici, & possibile sostituire o fondere il gene di interesse a
geni che esprimono enzimi facilmente dosabili, quali la p-galarasidasi, la
luciferasi, Ja fosfatasi alcalina (che viene attivata nello spazio periplasmaci-
o) ¢ molri aleri, In ral modo questi geni detti “reporter” vengono espres-
si soteo il sistema di regolazione del gene che hanno sostituito o a cui so-
no stati fusi e pertanto Ja stima quantitariva della proteina reporter riflete
il livello d'espressione del gene g‘ interesse,

Questo approccio, gid sperimentato in epoca pre-ingegneria genetica
selezionando opportunamente eraslocazioni spontanee, grazie alla facilita
di manipolazione genetica in vitro & diventato uno strumento potentissi-
mo per I'identificazione ¢ lo studio degli elementi agenti in ofs ¢ in mmans
che regolano l'espressione genica dei geni di £ colé e di alerd baster,

Esposizione di peptidi su involucri virali (phage display)

Un'altra interessante applicazione & quella che va sotto il nome di phage
display (esposizione su fago). Una sequenza nucleotidica che si vuole espri-
mere (un gene, una porzione di gene o anche una sequenza casuale otte-
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nuta per sintesi casuale di oligonucleotidi o per PCR'mucagena) viene do-
nata in un veteore fagico creando una fusione con un gene che codifica per
una proteina di s:lﬁerﬁdc del virione in modo tale che il peptide espresso
si trovi esposto sulla superficie esterna della particella virale, Questa a sua
volea conterrd il vettore che ospita il gene di fusione che porr essere am-
plificato in seguito a infezione ¢ ciclo lirico,

Le particelle di interesse passono essere selezionate grazic alle proprieta
del peptide di fusione esposto, ad esempio per la capacita di legare anti-
corpi, domini proteici o, comunque, qualsiasi ligando anche non biologi-
¢o. Le particelle cosl selezionate possono essere amplificate tramite infezio-
ne e cico litico. E possibile con questa recnologia costruire librerie
peptidiche ¢ souoporroiirativammtc a acli di sedezione-amplificazione
ed eventualmente di mutagenesi per selezionare proteine in base all'ince-
razione con un hersaglio desideraro.

I primi fagi utilizzati per questo scopo sono seati i fagi hlamentost,
Con E proteina maggioritaria dell'involucro proteico sono state ouenute
fusioni con piccoli peptidi, menere con una delle proteine dell'estremiri
infettiva si possono orenere fusioni sia con peptidi sia con proteine fun-
giomanti, [n seguiro lo stesso schema concertuale & stato applicaro ad aler
fagi come 3, Td ¢ T7,

2.4 PRODUZIONE DI BENI E SERVIZI

Da quanto detto finora ¢ evidente l'importanza che £ coli ¢ i suoi elemen-
ti genetici hanne per lo sviluppo di sistemi di manipolazione genica da ap-
plicare non solo a questo batterio, ma a qualsiasi altro organismo che si vo-

lia studiare o utilizzare per processi bioteenologici, £. colf rimane ancora
For ismo preferito per clonare ¢ manipolare DNA, sia che il costruto
finale debba essere utilizzato in £, col stesso, sia che debba essere trasferi-
to in altri procarioti o in organismi eucariori.

Luso di E coli come piattaforma intermedia per la produzione di mo-
lecole ricombinanti che roveranno applicazioni in alert organismi va dal-
la produzione di genoteche alla cosenuzione di vettori per la terapia geni-
ca, alla manipolazione di geni per la produzione di piante, animali o
batteri transgenici, alla produzione di sonde diagnostiche.

Un altro grande settore di impiego biotecnologico & la produzione di
proteine specifiche. Il limite principale nell'uso di £, coff si ha quando sia-
no richieste proteine cucariote con le specifiche modificazioni post-tradu-
ziona!}:hc, ovviamente, NOn POSSONG essere appon?tc da un batcerio, Per
soddisfare questa importante esigenza sono stati sviluppan diversi sistemi
cucanot (c;‘wcmc specie di lievito, colture di cellule dipl?aaoo da seta, o aleri
tipi di colture cellulari) in cui far esprimere il gene, preventivamente elo-
nato in E. coli e da li trasferito nelle cellule per l'impiego finale. Un alero
limite & legato all'eventuale impiego farmacologico della proteina: infatti
la presenza di lipopolisaccaride (endorossina) nella membrana esterna ren-
de complessa la purificazione per uso umano di una proteina prodotta in
un barterio Gram-negativo.

In mancanza di queste specifiche esigenze, £. colf offre molti sistemi of-
ficienti e versatili per I'espressione di proteine, Un buon sistema d'espres-
sionc deve avere innanzitutto un promotore forte ¢ una buona regione per
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l'inizio della traduzione immediatamente a monte del gene da esprimere
in modo da tire un'efficiente espressione della proceina di interesse.
Parimenti & importante che questi promotori siano strettamente regolati
in modo da esprimere il gene solo quando richiesto. Infawi non solo livel-
li elevari d'espressione possono interferire con la normale crescica bateri-
ca, ma spesso i geni clonati possono essere gossici per il batterio anche se
espressi a livelli minimi. | sistemi operatore-promotore/repressore pils uti-
lizzati sono quelli citati sopra: con { promotori del fago & o dell'operone
lac (in particolare col promotore ibrido f), le proteine clonate espresse
sotto questi promotort possono rappresentare anche il 20% o piu delle

roteine totali. Ancora pilt elevara pud essere la resa utilizzando 'RNA po-
Eme‘rﬁu‘f del fago T7 per esprimere geni donati a valle del suo promotore
5 0.

P“clmpommnt & anche la localizzazione della proteina espressa, In genere
la proteina rimane nello stesso com citoplasmarico in cul vieoe tra-
dotra. A volte pub essere utile che la proteina venga secreta nello spazio
periplasmatico, dove a causa dell'ambiente ossidante a della presenza di
enzimi specifici si formano ponti disolfuro, oppure nel mezzo esterno, do-
ve E‘b exsere raccolta ¢ purificata senza dover lisare le cellule. A questo fi-
ne la sequenza della proteina viene modificata all'estremita aminotermina-
le con l'aggiunta, in fase di clonazione, di un apposito peptide segnale in
modo che venga avviata all'appararo di secrezione.

Infine vanno ricordate le diverse modificazioni della struttura primaria
che vengono apportate alls proteina di interesse per dotarla di propriech
specifiche, Diversi tipi di etichette (tag) possono essere aggiunte all'estre-
mith amino- o carbossiterminale di una proteina per van scopi, quali ad
esempio: purificarla agevolmente ¢ rapidamente tramire colonne di affi-
niti specifiche per I'etichetta: renderla pid solubile, prevenendo la forma-
zione di corpi di inclusione quando la proteina viene sovraespressa nel bat-
terio; riconoscerla (ad esempio mediance analisi Western, o bridacione in
ritw) tramite anticoept specifici per I'etichesta, evitando cosi il costo della
prql,:mzione di anticorpi specifici per le singole proteine, oppure eviden-
siarla in vive grazie alla fusione con proteine fluorescenti.

Limpiege di £ coli in queste biotecnologie ha allargato l'interesse
commerciale per questo organismo. La produzione di cellule competen-
ti, di ceppi modificati per migliorare le prestazioni di clonazione e mani-
polazione del DNA, lo sviluppo ¢ la produzione di vettori per usi sempre
pilt sofisticati rappresentano un settore importante della produzione bio-
recnologica, Innumerevoli sono inoltre le proteine ricombinanti espresse
in E. colé e prodotte commercialmente per la ricerca in biologia moleco-
lare e cellulare e per la diagnostica. Piis limitata ma significativa per I'im-
portanza che ricopre, la produzione di proteine di uso farmacologico co-
me ad esempio somatostating, insulina, plasminogeno, interferoni ecc.
(vedi cap. lOg.

2.4.1 Produzione di metaboliti

Il ruolo centrale che £ coli copre nel sertore delle biotecnologie derivate
dalla clonazione molecolare non pud far dimenticare che 'impiego di £.
coli nelle biotecnologie & precedence all'avvento della secnologia del DNA
ricombinante. La sua capacita di crescita rapida, la versatilita metabolica,
la possibilita di analisi ¢ manipolazione genetica mediante coniugazione
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e trasduzione ¢ le conoscenze dei meccanismi regolatori dell'espressione
genica che pesmettevano di controllare i flussi metabolici avevano gia po-
510 questo batterio tra gl organismi importanti per fermentazioni indu-
striali per la produzione di prodotti farmaceutici e alimentar, composti
chimici pregiari ¢ metabolin come aspartato, triptofano, succinato {veds
cap. 7).,

Lingegneria metabolica pub intervenire su diversi asperri del metabo-
lismo bartterico per rendere fattibile ¢ competitiva una biotrasformazione.
La generica di £ colf per molti anni & stata uno dei pochi strument dispo-
nibili per lo studio di geni implicati in questi processi ¢ per |z costruzione

di ceppi in cul riunire diverse mutazioni in elementi ativi ¢ seruttura-
li ortenuti indipendentemente con i tradizionali merodi di mutazione e se-
ne

Owviamente la tecnologia del DNA ricombinante, rendendo i sem-
plice ed efficace la manipo?ﬁzione genetica di questo batterio, ha permes-
so wlteriori rapidi sviluppi anche in questo settore, non solo migliorando
ke strategic di produzione ma anche ampliando la gamma dei composti
che possono essere prodotti. La produzione di aminoacidi, vitamine, aci-
di organici ¢ alire biotrasformazioni prevedono l'uso direrco di £, cofy, 11
metodo di ricombinazione omologa mediato dal sistema Red di & cicaro
sopra ha ulteriormente semplificato le manipolazioni generiche di £, cofi
¢ ha anche aperto nuove vie per modificare le vie metboliche ¢ 1a loro re-
golazione e per introdurne di nuove. Particolarmente interessante & a pos-
sibilica con questo metodo, di inserire promotori regolabili a monte di
qualsiasi od operone, come pure di inserire in modo semplice, mira-
to ¢ stabile geni provenienti da altri organismi, ampliande cosi il potenzia-
le metabolico di questo batterio,

2.5 E. COL/ IN LABORATORIO

La maggior parte dei ceppi di £ cols utilizzati in laboratorio per ricerca ¢
per aﬁmioni biorecnologiche sono derivaci dal ceppo ancescrale desi-
gnato K-12, isolato nel 1922. 1l ceppo originario ospita il farore F e il
profago b, ma la maggior parte dei ceppi denvati generalmente in uso han-
no perso ambedue gl elementi genetici. Un altro isolato “classico” molto
utilizzato & E. colt B, che possiede un sistema di modificazione ¢ restrizio-
ne omologo a £ coli K-12 ma con diversa specificica di sequenza. £ cols
C, al contrario, ¢ privo di qualsiasi sistema di modificizione e restrizione.

I ceppi di laboratorio passono essere molto diversi dall'isolato ance-
strale e ceppi con la stessa origine propagati in laborarori diversi possono
differire tra loro non solo per mutazioni selezionaze intenzionalmente ma
anche per mutazioni che si accumulano allinsaputa dell'operatore, Inte-
ressante & il confronto della sequenza mica completa di due lince di
E. coli K-12 MG1655 e W3110, considerati ceppi “selvatici”, che sono i
capostipiti di numerosi ceppi attualmente in circolazione. Queste linee de-
tivano da un progenitore comune curato dal profago A (47}, ¢ sono state a
loro volea curate dal plasmide F in modo indi nee. Le loro storie si
sona scparate da oltre 30 anni, durante i quali § ceppi parentali sono seati
conservati come colture liofilizzate o congelate. Quest due ceppi differi-
sono per un'inversione della regione tra gli operoni rnf ¢ rml), due dei
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sette operoni ripetuti che codificano per FRNA ribosomale, in 13 loci per
|l presenzalassenza di ddementi trasponibili (IS) o di un profago criptico,
¢ per otto mutazioni puntiformi,

Molrissimi ceppi di £ coft sono stati sviluppati per ottimizzare ke pre-
stazioni richieste per le diverse applicazioni biotecnologiche. Alcuni ceppi
di uso pilt corrente sono elencati nella eabella 2.3 insieme alle loro carar-
teristiche d'impicgo, mentre caratteri genotipici pit: frequentemente ricor-
renti sono annotati nella tabella 2.4. Mol ceppi son:lismnibili ¢ distri-
buiti liberamente da singoli ricercatori o da collezioni pubbliche, aleri
sono disponibili commercialmente. Inoltre € anche possibile acquistare
cellule “pronee per I'uso” come ad esempio cellule competenti per la tra-
sformazione o 'elettroporazione ad alta efficienza. Lo sviluppo di ospiti
con caratteristiche genetiche modificate per rendere pit cthcienti o pits
agevoli le diverse applicazioni rappresenta un settore interessante della ri-
cerca biotecnologica.

Quando si deve urilizzare un ceppo di £ cofi & buona norma, innan-
zitutro, ottenere la descrizione del genotipo (tab. 2.3), inclusa la presenza

Tabella 2.3 Alcuni coppl di £ coli di uso comune.

Genotipo® o fenotipd rilavants

HI21DEL) ompT tsds® irg my) dom gal lan £ toil b Inogero per ) DEI, un 1ag0 ricoaninante che ports foc e

(ADE3) a Il gene per 'TSA pelimernai dul fago T7 woito if promotoee k.
Usato per la sovrespressione di gers cdonati yatto il pramators ©10
o T7. Alcuni derivatl portano ¥ plasmods plyss che (odifica per il
lisazima i T7. Questa & anche un inbitore dellBNA polimermd del
1890 & ricuce Vattivits basale detla Vpom :

BW25713 (et rimine Ao CLne hsotS 14 Copoo parentale della callezione KEIO & mutanti defezione & tutte
AaraBA0L ) ATheBAD 1)) e OFF i £. col (vedi testo).

-1 -prototroto Capustipite di moki ceppi di £ col € Naturalmente peive d sistami

. i modificazione ¢ restrizione.

600 10nA21 thi1 thee) leuBS facY ! £ cof K12, ceppo &i weo cenerade. Resstents ai fagi T1 o T5,
Vs HECT Muat soppreswore di mutazioni norsansd aember " .

DHS o $80dCZAM1S Mlac? VA-argf) U169 Coppo ad alta efficienza di trasformazione,

‘ deoR recAl endAl hsaR17 phod J
SUPEQS thi] g)vASS rald]

OH108 A Mm-S aIRMS-AX BT Coppo ad alta efficinza di trasformazione anche perc ONA metito,
B0 ZANTS AlcX T4 dealt recAl grazie alls delezione delfa regione che codifica per tuttl | sistemi ol
4raD139 Aars, eu)TEST gallU galk modificaziann e revirizicos.
spal erxdAY rupG

HEI0Y supld4 fsaS200 recAtd ars 14 Inrido £ coll K1 ZxE coll B. Trasformabile ad alta efficienza
:mmm QK2 o0 niS Rilevanya stesica.

0 SopE 19-1 Mc-aroAl) IF rad3s Parentale of ura lunga serie di ceppi pir 1o screnning & plasmidi
[complernertazione ) di b (et tab, 2.4} Ospite por vottor
darivati da M1, che richeedona @ pilo F per 'sdeodbimento al
battaria

MG185S phl Copestipite di molt] copes & £ coli K12, Primo cappo di £ cofl Il o

: mtmmﬁlmmnn sequenziase.

wino rpht INVisenD-erni)) Capostipite dl molti copes i £ coll K-12,

4 1 genotipe siparts | geni neti ecti. Per 1wl g1 sl non dencat! 5 presume la condizione sehvatics, A indica daksians, O, inserzicen,
WY inversione dells regione indicrta. Gl slempeti genetic Fu L vome rigertati 50l0 1 presentl. Per | dernats di £ cobl K12 1 prodag
olptici e 14 & rac sono Indicats selo e pasenti o mugatl | devtestl & B codi & sona saturaimente (o ¢ dom'.
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di plasmidi ¢ profagi, ¢ valutarne quindi le caratteristiche fenotipiche.
Questo pud essere importante per definire le condizioni di crescita efo di
conservazione (remperatura, antibiotici o fattori di crescita da aggiungere
al terreno di coleura) o per validare il ceppo. E bene annotare, oltre il no-
me di coliczione, il genotipo ¢ le carattenistiche fenatipiche rilevant, |'o-
rigine del campione ¢ i passaggi di crescita ¢ conservazione cui & staro sot-
toposto.

In genere un terreno di coltura tipo LB (estratto di lievito, 5 & trip-
rone, 10 g, NaCl, 10 g, pH 7,0) liquido o solidificato con agar, evenrual-
meate arricchito con glucosio 0,2-0,4%, & adeguato per ka crescita della
maggior parte dei ceppi, Ceppi contenenti plasmidi portatori di resisten-
7 ﬁb:ndbiodci Vanno sempre cresciuti in presenza d:fji ancibiosici ap-
proprian al fine di nire la crescica di derivati privi di plasmide. Infas-
t Iz perdita del plasmide durante la crescita del bareerio portatore pud
essere un evento piutiosto frequente con plasmidi “artificiali” quali quelli
utilizati in applicazioni biotecnologiche, Al contrario, se il carartere di re-
sistenza ¢ stabilmente poreato dal cromosoma del barterio, & preferibile
crescere il ceppo in terteno senza antibiorico e urilizzare il marcatore solo
quando & necessario selezionare il ceppo v verificarne il genotipo,

Senza entrare nel complesso problema della conservazione a lungo ter-
mine in laboratorio di un isolato batterico, occorre tener presente che il
continuo passaggio di un ceppo di coltura in colrura pud portare all'accu-
mulo di muzazioni nel genoma e nei plasmidi evencualmente presenti, ¢
alla selezione involontaria di varianti con carateristiche non pitt corri-
spondenti al ceppo di partenza, Questi inconvenienti POSSONO essere mi-
nimizzat: con atcente pratiche di trasferimento clonale del ceppo e di con-
servazione della linea bateerica originaria.

Il metodo pii sicuro per conservare a lungo termine un isolato barte-
rico & probabilmente la hiofilizzazione. Questa tecnologia perd non & di-
sponibile nella maggior parte dei laboratori di ricerca. La crioconservazio-
ne in congelatore a 80 °C & oggi forse il metodo pi diffuso per la sua
praricitd, nonostante il costo di gestione ¢ i rischi di interruzione acciden-
wle della carena del freddo. Per la crioconservazione, una coltura batteric
<a ben cresciuta derivaza da una singola colonia viene solitamente coneen-
trata per centrifugazione, risospesa in terreno liquido fresco o in ampone
contenente glicerolo al 16% ¢ immediatamente immagazzinata nel conge-
latore in apposite fiale con wppo. Ovviamente il genotipo dei cloni uniliz-
zati per inoculare la coltura deve essere verificaro in modo opportuno, Al-
la bisogna, una scheggia di coltura congelata viene prelevata con una
punta sterile e strisciata in piastra o inoculata in terreno liquido appropria-
10 ¢ incubara alla temperatura di crescita, Prima di urilizzare il ceppo re-
suscitaro, occorrerd verificare il genotipo di alcune colonie singole che sa-
ranno usate per la propagazione a breve termine. Per | ceppi portatori di
plasmidi & anche buona norma conservare separatamente il DNA plasmi-
dica ¢ il batterio parentale che potea essere trasformato nuovamente in ca-
so di necessita,

Sicuramente piii economica & la conservazione dei ceppi a temperatu-
ra ambiente dopo infissione in terreno solido in fale con tappo a tenuta
d'ania (in gergo, stab) che vengono immediatamente sigillati, La durata di
questi preparati trcavia & limicata a pochi anni con i ceppi standard e non
¢ prevedibile con ceppi che portino mutazioni particolari ed & quindi ne-
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Tabells 2.4 Carattert genotipici e fenotipici frequentemente ricorrentl In cappil di £, coli di uso comune.
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(continua)
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Tabella 2.4
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(segue) Caratteri genotipid e fenotipid frequentamente ricomanti in ceppl di £, coli di uso comune.

Caratteristiche del mutants

Arta froquenss di mutazisne spontane,
Alta fraguenes b mutazioes spontanes

Hdotta preteclis.

Prasentade difettive per || sstema di moddicazions
HiE cof BRI2
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Vit facZars,

cessario rinnovarli regolarmente. Inoltre questo tipo di conservazione non
previene accumulo di mutazioni ¢ sembra favorire la mobilizzazione di

clementi trasponibili.,

Per la conservazione ¢ I'uso corrente del ceppo & bene evitare passagg;

sequenziali multipli in terreno liquido, perché rale pritica

rta all’accu-

mulo di mutant ¢ soppressori ¢ rende pitt difficile il controllo immediaro
di eventuali contaminazioni. £ coli si pud conservare in terreno solido
completo a 4 °C per alcune sertimane come “striscio” in piastra che pro-
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certo. Alternativamente, si pud far crescere una patina batterica striscian-
do una colonia singola in proverte contenenti terreno agarizzato “a becco
di clarino” (in gergo, slans). Da qui si pud partire per inoculare colture li-
quide per l'uso quotidiano.

1 tempi di crescita di una coltura di £, ¢oli possono variare notevol-
mente non solo in funzione del terreno di coltura ¢ della temperarura, ma
anche per le differenze genotipiche tra i diversi ceppi. Mutanti nei sistemi
di ricombinazione (frequentemente si utilizzano ceppi reed o reeBC) pro-
ducono colonie pili piccole ¢ crescono piir lentamente dei corrispondenti
ceppi selvarici. Anche i costrutti plasmidici portari dal ceppo possono de-
terminare notevoli rallentamenti della crescica. In questi casi & bene con-
trollare frequentemente che il plasmide non abbia subito mutazioni ¢ riar-
rangiamenti. Se necessario, si pud ricostruire il ceppo trasformando il
barterio portatore con DNA plasmidico conservato a parte.

Solitamente colonie di £ cofi sono visibili 12-24 ore dopo la semina
in terreno ricco, o 18-36 ore in terreno minimo a 37 °C. Turtavia, quan-
do si selezionano nuovi ceppi (mutanti o trasformanti) su terreni selettivi,
la crescita pud essere ritardaca o fortemente rallentara ed & quindi buona
norma prorungare I'incubazione oltre questi tempi.

Dopo I'uso, coleure liquide ¢ solide di £, ¢oli ¢ di derivati geneticamen-
re modificati di classe | devono esscre eliminate come “rifiutt speciali”, se-
condo le normarive vigenti. Per £ colf patogeni o ricombinanti genetica-
mente modificati di classe superiore occorre attenersi alle normative
specifiche per I'uso, il contenimento ¢ 'eliminazione.

Letture consigliate

Neidharde, EC. (a cura di), Escherichia coli and Salmonella: Cellular and
Molecular Biology, ASM Press, Aggiornamenti nell'edizione elettronica
al sito hup://www.ecosal.orgfecosal/index.jsp.

Neidhardt, EC., Ingraham, ].L., Schacchter, M., Physiolagy of the Bacte-
ria! Cell, Sinauer Associates Inc., 1990.



Streptomyces

3.1 INTRODUZIONE

| batteri Gram-positivi sono raggruppati in due principali sottodivisioni
filogenetiche: i Firmicutes, organismi il cui DNA presenta un basso conre-
nuto in G+C, comprendenti generi come Bacillus, Clostridison e Staphylo-
coccus; ¢ organismi il cul DNA contiene un'alta percentuale di G+C, rap-
presencati ,EI phylum Actinobacteria. Questo ulimo taxon ¢ maolto gran-
de ¢ contiene piu di 30 famiglie. In genere, gli artinobatteri sono com-
mensali non dannosi, con l'eccezione di alcune specie parogene fra cui le
pii note sono rappresentate dai micobarteri, come Mycobacterisem neber-
closis, ¢ dai corinebatteri, come Corynebacterium diphtheriae.

Le specie di artinobatteri hanno una morfelogia variabile da coccoide
¢ bastoncellare a filamentosa (fig. 3.1). Gli acinobatteri hlamentosi forma-
no miceli, che nel corso del ciclo vitale producono spore; la modalita di
formazione ¢ 'organizzazione delle spore vanano ner diversi gruppi ¢ sono
usare come caractere tassonomico (fig. 3.2).

Anche se alcuni attinobarteri sono stati recentemente isolati da habicat
acquatici ¢ da ambienti estremi, essi in genere sono considerati batreri del
sualo e costituiscono una componente significativa della popolazione
microbica del terreno. 11 caratteristico odore di terra & dovuto alla produ-
zione da parte di questi microrganismi di composti terpenoidi, chiamari
geosmine (cap. 8). Sono in gran parte mesofili, acrobi ¢ chemiorganotro-
h, in grado di utilizzare un’ampia gamma di fonu di carbonio e azoto,
Grazie alla secrezione di una grande varieed di enzimi extracellufari, svol-
gono un ruolo rilevante nel riciclo dei nutrient del suolo partecipando
alla decomposizione di componenti di tessuti vegerali, animali ¢ fungini ¢
alla formazione dell'humus.

Alcuni artinobarreni degradano anche molecole recalcitransi alla degra-
dazione. come i compost xenobiorici; ad esempio, il genere Ardbrobacter
(Micrococcaceae) comprende numerose specie, isolate da ambients estremi
come ghiacci artici e suoli contaminati, capaci di degradare substeani recal-
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Figura 3.1
Diverse morfologie di
attinobattarl

a) Micrococcus luteus;

b) Coryrebacterium
Qlutamicum;

©) Streptormyces grissus;
d} Rhodococcus sp. strain
RHAL,

Figura 32
Modalith di arganizzazione
dalle spore.
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citranti, idrocarburi ¢ vari pesticidi (organocloruri, tiazine ecc). Ceppi
appartenenti al genere Arthrobacter vengono quindi considerati buoni can-
didati per i processi di biorisanamento.

Alcuni artinobatteri trovano applicazioni nell'industria alimentare: 1
generi Brevibacteria, Corynebacteria ¢ Microbacteria sono abbondanti sulla
superficie dei formaggi stagionati, dove contribuiscono allo stagionamen-
to producendo composti volatili contenenti zolfo. Batteri propionici del
genere Propiomibacterinm sono stati isolati per ka prima volta dal formag-
gio svizzero dove la CO; prodorcra dalla loro astivied fermentativa forma i
caratteristici buchi; inoltre la presenza di acido propionico conferisce in
parte il sapore tipico del formaggio. Corynebacterivm glusamicum e Brevi-
bacterium flavien producono naturalmente grandi quantidd di acido glu-
tammico ¢ sono wsati nella produzione industriale di questo aminoacido.

Tra le applicazioni biotecnologiche, quells di maggiore rilicvo per il

Figura 3.3

Albero fillogenetico degli
attinomiceti, bassto sulla
sequenza parziale del gene
cthe codifica I'RRA
ribosomale 165,
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Tabella 3.1 Esompi di antibioticl prodotti da attinomiceti (Kieser o a). 2000).

Micromonosaars carbonacea

Anuhioto

Tetraciciina Polichetide Sintest proteica Antibatterico
Nistating Polichetide Membeana Antitungine
Everninomicing Cligosaccaride - Sintest pecneica Antibatterica

! Lo cefamicing € & prodatta anche 0 1l SBMENICHT, 38 e Streotomycer cnuligenss.
¥ La tloowicing appartiane « uns dasse df antibloticl gicopeptidici difforant data vkecomicng,

phylum Acinobacteria ¢ sicoramente la produzione di metaboliti seconda-
ri. In particolare, questi ultimi sono prodotti da molti generi appartenen-
ti all'ordine Actinomyeerales. In figura 3.3 ¢ riportato un albero hlogeneti-
co schemarico, basato sulla sequenza parziale del gene che codifica 'RNA
ribosomale 168, che fornisce un quadro sintetico della diversich delle fami-
glie di artinomiceti. [I primo anobiotico usato in medicina umana, pro-
dotto da artinomiced, ¢ stato Ja streptomicina, scoperto da Selman Wak-
sman nel 1940, Successivamente molti metaboliti secondari biologica-
mente ateivi sono stati isolati e identificad (rab. 3.1). Gli attinomiceti sono
i maggiori produttori di metaboliti secondan che hanno trovato numero-
se applicazioni industriali in agricolruea come erbicidi, fungicidi e insetti-
cidi, in medicina veterinana e umana come agenti antibatterici, antimico-
tici, antielmintici, immunosoppresson ¢ antitumorali,
Sebbene gli attinomiceri siano microrganismi particolarmente utili

le loro possibili applicazioni biotecnologiche, relativamente poco si sa ﬁ
la loro fisiologia e genetica, fata eccezione per il genere Strepromyvces, ogger-
to di numerosi studi. Parecchi sarepromicets, infatti, sono contraddisting
da una norevole versarilic metabolica che li rende sia adartabili alle condi-
zioni di laboratorio sia manipolabili e utilizzabili nei processi produrrivi
industriali. Inolwre, costituiscono un inceressante sistema per lo studio del
differenziamento procariotico. Il genere Strptonmpces & costituito da un
notevole numero di specie diverse, molte delle quali industrialmente
impartanti, ma soltanto Strepromyees coelicolor ¢, in misurs minore, Strep-
mr:?m grisews sono stati oggetto di studi approfonditi. Inolere, mold gene-
ri di Actinomyeetales, quali Acsinaplanes, Amycolatopsis, Micromanospors e
Saccharepolyspors, hanno wovato applicazioni industriali nella produzione
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di metabolit secondari, Turtavia, le nostre conoscenze di questi generi sono
estremamente fmmentarie ¢, molto spesso, si basano su analogie con S,
coelicolor ¢ S. grisews.

3.2 IL GENOMA DEGLI STREPTOMICETI

Fino agli anni ottanta il cromosoma degli strepromiceti era ntenuto circo-
lare come quello di Ercherichia coli. Lapplicazione della recnica della elet-
wroforesi in campo pulsato ha dimostrato che gli strepromiceti posseggono
un cromosoma lineare ¢ plasmidi sia lineari aﬁe circolari. Le sequenze del
cromosoma di S coelicolor, steptomicete modello, ¢ di Strepromyees aver-
mitidis, produttore dellantiparassitario avermecting, sono state completate
pochi anni fa. Inoltre, sono disponibili le sequenze genomiche di altn Aes-
nobacteria: Bifidobacterium, Corynebacterium, Mmﬁaﬂm’m Propionibac-
teviim ¢ Rbodococcus tra i microrganismi a crescita unicellulare; e Nocardia
farcinica, Saccharopolysporat erytimaea e Salinispora tropica wa quelli a cresci-
ta hlamentosa, pit rilevant per questo capitolo, S, elicolor ¢ S. avermiz-
lis possiedono un cromosoma lineare rispertivamente di circa 8,7 ¢ 9 Mb
can un contenuto in GC che supera il 70%. Un cromosoma lineare di 7.8
Mb & presente anche in Rhodococeus sp. RHAL Sebbene la presenza di cro-
mosomi lineari sembri essere una carareeristica di diversi artinomicer, il
cromosoma di Saccharopolyspora erythnaea & circolare.

Le estremita del cromosoma, o telomeri, contengono sequenze ripetu-
te invertite, dette TIR, che hanno dimensioni variaﬁli da 20 2 550 kb e
sono legate covalentemente da proteine detre proteine rerminali (TT).

Nonostante sia lincare, il cromosoma possiede una sola origine di
replicazione {oriC) localizzara nella regione centrale del cromosoma vicno
ai geni dnad ¢ gyrB, che codificano rispettivamente per la proteina di ini-
zio della replicazione ¢ la DNA girasi. oriC contiene sequenze ricche in
adenosina ¢ timidina, tipiche delle origini di replicazione batterica, ¢ pre-
senta 19 siti di legame per la proteina DnaA. Linterazione trz DnaA e il
DNA causa lo svolgimento sequenze ricche in adenosina e timidina,

ermettendo 'ingresso delle proteine coinvolte nella replicazione del

NA, come awiene in £ cofi. La replicazione del DNA procede bidire-
zionalmente verso i telomeri e da ongine a estremita 37 a singola clica. Le
TP sono coinvolte, insieme ad altre proteine, mediante un meccanismo
ancora non del turto chiaro, nella sintesi di DNA che colma 1 vuot alle
estremita telomeriche; agirebbero infatt da primer per la replicazione del
DNA delle estremic. Inolere Ie TP servono per Mancoraggio del DNA alla
membrana durante la replicazione del cromosoma ¢ la divisione cellulare
e sono responsabili dell'interazione tra telomeri di uno stesso cromosoma

er la formazione di strutture circolari. Quest'ultimo meccanismo potreb-
gc spiegare perché dati di genetica classica hanno in passato suggerito che
il cromaosoma degli strepromiceti fosse circolare.

Gli strepromiced e alon ceppi dell’ordine Acetmomycerales possiedono i
cromosomi tra i pitt grandi dei batteri. La dimensione del cromosoma rifles-
te il complesso ciclo vitale, l'elevata versarility fsiologica e la capacith di pro-
durre una grande variet di metaboliti secondarn. 1! cromosoma degli strep-
romiceri, infard, con pitt di 7000 geni ha un enorme potenziale codificante.
In S. coelicolor sono stati identificat 965 geni (12,3%) che codificano pro-
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teine coinvolte in processi di regolazione genica come 65 fattori sigma, 45
dei quali sono detti ECF (Extra-Cyroplasmic Function), 1 fatori sigma ECF
rispondono a stimoli esterni e attvano geni coinvolti nella risposta a vari
stress, nell'omeostasi della parete cellulare ¢ nello sviluppo del micelio aerco.
In 8. coelicolor & staro identificato inoltre un gran numero di geni che codi-
ficano per sistemi regolatori a duc component ¢ a proteine chinasi
serina/treonina, queste ultime tipiche dei sistemi di regolazione encariotici,

La capacita di 8. corlicolor £ sfruttare i nucrient del suolo & dovura a
numerose proteine secrete (10,5% del proteoma teorico); la maggior par-
te di queste proteine & costituita da enzimi idrolitici, quali pwteasilz‘cpxi-
dasi, c-amilasi, agarasi, cellulasi, xilanasi, nucleasi ¢ lipasi. S. coelicolor
contiene molti geni paraloghi, che codificano per isoenzimi che potrebbe-
ro funzionare in momenti differenti dello sviluppo, come i due cluster di
geni per ka sintesi del glicogeno, di cui uno si esprime durante la produ-
zione del micelio vegetativo ¢ I'alero durante la crescita del micelio aereo.

Lanalisi del cromosoma di 8. coeficelor ha rivelato che il ceppo contiene
un numero di cluster biosintetici per metabolin secondari nettamente su
riore a quello dimostraco in decenni di ricerche, che avevano porraro all's-
dentificazione di cinque metaboliti secondari: actinorodina (antibiotico dif-
fusibile di colore blu cui questa specie deve il proprio nome), undecilprodi-
giosina (antibiotico miceliale di colore rosso), l'antibiotico calcio-dipenden-
te (CDA), un sideroforo ¢ il pigmento grigio delle spore. Le strutture dei tre
antibiotici, non urilizzati in rerapia, sono riportate nel capitolo 8. Nel cro-
mosoma di S. coelicolor sono stati identibicats altri 18 cluster dedicad alla sin-
test di polichetidi, pepridi, siderofori, opanoidi, feromoni e terpeni. Le stes-
se condlusioni sono state traree dall'analisi della sequenza genomica di S
avermitiler. Infarti, prima della disponibilita della sequenza genomica, si
pensava che questo ceppo producesse tre metaboliti secondani: il policheri-
de avermectina, mobecola ad attivies andelmintica; il polichetde oligomici-
na, un inibitore di molte ATPasi ¢ un poliene di struttura ignota. Nel suo
cromosoma sono stan identificati 30 cluster coinvold nclla biosintesi di
melanina, carotenoidi, siderofori, polichecidi ¢ pepridi, 1 cluster per il meta-
bolismo secandario, identificati mediante sequenze genomiche ¢ riconosci-
bili sulla base di quanta descritto nel capitole 8, sono detti cliester “orfani”
quando i relativi prodotti non sono stati idenrificat.

Nel cromosoma di 5. coelicofor si distinguono una regione cencrale di
circa 5 Mb, detta corv, e due braccia di 1,5 ¢ 2,3 Mb h 1 core &
statisticamente arricchito di geni correladi con le funzioni primarie della
cellula, come replicazione del DNA, trascrizione, traduzione, metaboli-
smo inteemedio (per esempio, catabolismo dei carboidrad, sintesi degli
aminoacidi ¢ dei nucleotidi), sintesi delle macrocomponenti cellulan «
respirazione aerobia. Inoltre, nel core sono presenti i clusrer per la sintes: di
actinorodina, undecilprodigiosina ¢ CDA. Le due braccia invece sono sta-
tisticamente arricchite in cosiddetti geni della contingenza, che codificano
proteine con funzione non essenziale per la cellula, come enzimi per la sin-
tesi di meraboliti secondard, enzimi icfrcolitici 0 $eqUENZE COME TRASpOsonL,
Nel core di S. avermitilis, oltre ai geni i cui prodotni sono essenziali per le
funzioni primarie della cellula, sono localizzad i cluster per la sintesi di
pochi metaboliti secondari, come geosmina, pentalenolattone ¢ oligomici-
na. I cluster per la produzione di moldi altri metaboliti secondari, inclusi
avermectina ¢ poliene, sono invece localizzaci nelle braccia.
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La comparazione dei due cromosomi ha evidenziato che il core & alta-
mente conservato sia per il contenuto che per l'ordine dei geni (53% di
sintenia) ¢ che le regioni terminali, invece, non sono conservate. La com-
parazione della sequenza genomica dei duc strepromiceti con quella di
Mycobacterium tuberculosis, attinomicete caraerizzato da uno stile di vita
completamente diverso, ha rivelato sintenia (ordine ¢ orientamento) det
geni fra il core di Strepromyeces ¢ utto il cromosoma di 4 Mb di M. ruber-
eulosts. 11 core & abbastanza conservato anche in Saccharapolyspora erythraea.
Queste osservazioni suggeriscono che il core rappresenti un elemento
comune all'interno di diversi Actinomycetales ¢ che i ri con iori
dimensioni del cromosoma, quali Strepeomyces ¢ Saccharapolyspora, aﬁia
no acquisito Je braccia successivamente, mediante una serie di meccanismi
quali duplicazioni ¢ trasferimento orizzontale.

Gli strepromiceti posseggono frequentemente, oltre 2 plasmidi circola-
ri, plasmidi lineari che sembrano costituire una caratteristica peculiare di
questo genere, Infate, plasmidi lincari sono stati identificari raramente in
organismi procariotici mentre sono tipici di diverse specie eucarioriche.
Plasmidi lineari con dimensioni variaiili da 12 kb a 1 Mb sono stati
descritti in pit di dieci specie di Strepromyces ¢ sono stati identificari in
aleri generi come Nacardia, Rhodococcus © Mycobacterium. Tra i geni porta-
ti dai plasmidi lincari gigant vi sono quelli per la sintesi di anubiotici, per
la resistenza ad antibiotici, metalli pesanti, composti ici del mercu-
rio, e per Ja degradazione di prodotti xenobiotici. | plasmidi lineari di
Sevepiomyces finora identificati presentano sequenze terminali riperute
invertite (TIR) con proteine terminali legate ad ambedue le estremin, una
situazione simile a quella osservata in adenovirus, in alcuni barteriofagy ¢
in plasmidi lincari di lievito, Le proteine relomeriche sono componenti
strurturali ¢ funzionali essenziali per la replicazione ¢ il trasferimento
durante la coniugazione. La similirudine fra cromosomi ¢ plasmidi linea-
ri suggerisce che i plasmidi lincari possano essere stati originari da evenri
di ricombinazione fra cromosomi lineari oppure che cromosomi circolari
stano stati lincarizzati dall'inserzione di plasmidi lineari,

1l plasmide SCP1 di S. coeficalar, di 380 kb, & il plasmide lineare gigan-
te geneticamente piir studiato, 1l plasmide & presente in 3,7 copie per cro-
mosoma, contiene delle lunghe TIR {80 kb) ¢ una sequenza di inserzione.
SCP1 porta il cluster mmiy per la biosintesi dell'antibiotico metilenomici-
na e geni per alcune I:porr associated proteins (SAP). SCP1 pubd esistere in
varie forme in S coelicolor A3(2). | ceppi di 8. coelicolor sono classificati
come SCP1-, quando non contengone il plasmide, SCP1°, quando pos-
siedono il plasmide allo stato citoplasmatice, ¢ SCP1* NF guando il pla-
smide ¢ integrato nel cromasoma. Questi ceppi cornispondono rispectiva-
mente ai ceppi F, F* ¢ Hir di E. colf ma le modaliti di trasferimento dei
geni negli incroci sono diverse da quelle di £ ol ¢ ancora non del rutto
chiare. Esistono, inoltre, delle forme del plasmide chiamate SCPY’, para-
gonabili alla forma F' del fatwore F di £ coli. SCP1, allo stato citoplasma-
tico, mobilita marker cromosomali in maniera casuale, come @ stato visto

cucri § plasmidi di fervilita di Strepromyces. Nei ceppi NF di S coelico-
lor I'integrazione di SCP1 avviene nella regione centrale del cromosoma e
causa delezioni fra cui quella del gene dagA che codifica per una agarasi
extracellulare. Sono not infine SCP1 che contengono regioni amplibcate
¢ hanno dimensioni fino a circa 500 kb.
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3.3 DIFFERENZIAMENTO MORFOLOGICO
DI STREPTOMYCES

Gli strepromiceri sono utilizzati come sistema modello per lo studio dei
processi di differenziamento procariotico. La colonia di une strepromice-
te ha una struttura complessa ¢ pub essere considerata un organismo mul-
ticellulare. Essa si forma dalla germinazione di una spora da cui hanno ori-
gine ife che, ramificandosi, penetrano nel rerreno di coltura formando il
micelio vegetativo o substrato. Le ife vegetative, divise da setri in compar-
timenti multigenomici, si accrescono rapidamente per estensione della
rete batterica nella porzione apicale ¢, allo stesso tempo, si ramificano
reralmente formando una fitea rete. Quando il micelio substrato ha rag-
giunco una certa dimensione, si formano delle ife che si dirigono verso I'al-
to formando il micelio acreo; contemporancamente alcune ife del micelio
substrato vanno in lisi per fornire nutriend a quelle del micelio acreo. La
Korulazionc avviene per la simultanea ¢ coordinata formazione di setti,
e generano catene di compartimenti unigenomici da cul si formano le
spore mature (fig. 3.5). La superhicic delle ife del micelio substrato & idro-
ica, mentre quella delle ife acree ¢ delie spore & idrofobica,
Subito dopo la germinazione delle spore la crescita delle colonie &

:i'cjcmva ¢ le giovani colonie sono traslucide (FENARGE). La formazione
micelio zereo ¢ visibile a occhio nudo perché esso appare come uno
strato opaco ¢ bianco sulla superficie delle colonie, che diventa grigio
quando T:ifc acree formano le spore M ciclo virale, da spora a
colonia sporificara, dura da 4 a 10 giorni in funzione della specie.

Una colonia di Strepromyces tisa?u dunque formata da 2 rpi di tessu-
to spazialmente separati € con destini diversi. Il destino del micelio acreo

¢ quello di differenziare formando le spore che rappresencano la fase pro-

Figura 1.5
Cidio vitale di Sﬁwbﬂzm!
(da Ohnishi et al., 2002
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Figura 3.8
[Sewew | Curva di crescita
di Streptomyces coelicolor.
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pagativa, mentre quello del micelio substraro & di assicurare nutnenn alle
ife aeree ). La produzione di antibiotici da parte delle ife vegera-
tive coincide generalmente con 'inizio del differenziamento morfologico
{produzione di micclio aereo ¢ spore) ¢ condivide con esso alcuni mecca-
nismi di regolazione dell'espressione genica.

Il metabolismo di questi batteri pud essere diviso in una fase di mera-
bolismo primario, in cui avviene la sintesi di metabolio primari necessari
per la crescita ¢ per la formazione del micelio vegetativo e una fase di
metabolismo secondario, in cui il batterio differenzia morfologicamente,
con la formazione di ife acree ¢ spore, ¢ fisiologicamente, con la sintesi di
metaboliti secondari, Uattivazione del programma genetico, che porta al
differenziamento morfologico ¢ fisiologico delle ife del micelio suistmo.
& determinara da condizioni di crescina savorevoli, quasi cerramente dovu-
te a carenze nutrizionali che si verificano nelle parti pils esereme e superfi-
ciali della colonia, dove i nurrienti provenienti dal terreno arrivano con
maggiore difficolta, La maggior parte degli strepromiceri & in di pro-
durre ife acree ¢ spore soltanto quando cresce su terreno solido; infard, in

un mezzo di coltura liquido non subisce differenziamento morfol?m).
Solo pochi ceppi di Srrepiomyces, ad esempio S. gricens, sono in grado di
produrre spore in un terreno liquido, se si verificanoe condizioni nutrizio-
nali crinche.

La curva di crescita degli stepromiceti pud essere suddivisa in quarcro
fasi chiamate RG1, T, RG2 ¢ § (fig. 3.8). RG1 (Raped Growsh Phase 1) ¢
RG2 (Rapid Growsh Phase 2) sono due fasi dii crescita rapida che corri-
spondono, nspettivamente, al membolismo primario ¢ secondario, In ter-
reno solido, inoltre, durante la fase RG1 & forma il micelio vegerarivo, in
quella RG2 il micelio acreo. La fase T & una fase di transizione durante la
quale si verificano un arresto della crescits, una deastica riduzione delle
sinresi macromolecolari ¢ attivazione dei geni per la biosintesi degli anti-
biotici, La fase S corrisponde alla fase stazionaria durante la quale gli serep-
tomiceti producono notevoli quantitd di meeaboliti secondari.
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La formazione delle strutture seree & stata molto studiara in 5. coelico-
lor. Per la formazione del micelio aereo sono richiesti almeno due classi di
geni, la classe dei geni bld ¢ quella dei geni ram (il regolatore ramR ¢ un
operone costituito da 4 geni). [ mutann bl (da bald, calvo) sono blocca-
ti in una fase precoce dello sviluppo; infatti, non formano micelio acreo ¢
spore, I mutanci vam (napid am’a}: lisem formation) hanno un fenotipo

td o presentano un ritardo nells formazione del micelio aereo. La colo-
nia di un ceppo bld & perranto liscia ¢ traslucida. Le mutazioni 44, poiché
interessano geni i cui prodotti hanno una funzione regolativa, hanno effer-
ti pleiotropici che causano, olire al blocco della formazione del micelio
aereo, difetti nella repressione da catabolita, arresto delle comunicazioni
cellula-cellula ¢ blocco della sintesi di alcuni andibiotici. Fra i geni b/,
bldA & singolare in quanto codifica per ['unico tRNA capace di tradurre il
codone UUA. [I DNA di Sorepramyces contiene piis del 700 di G+C ¢ solo
145 geni contengono questo codone raro, diventando pertanto dipenden-
ti da bldA per la traduzione del loro mRNA. Mutazioni nel gene bidAd
influenzano pleiotropicamente la produzione di actinorodina ¢ undecil-
dig,iosina;jandni i geni regolatori dei clusrer biosintetici dei due anti-
iotict possiedono codoni m Unr altro gene chiave che contence un
codone TTA & adpA, il cui mRNA non pud essere tradotto nei mutant
bldA. adpA ¥ un auivatore trascrizionale di geni richiesti per il metaboli-
smo secondario ¢ per il differenziamento morfologico.

La formazione del micelio acreo & innescata da una cascara di segnali
extracellulari: ciascun gene bid ¢ implicato dircttamente o indirettamente
nella sintesi, nella percezione di o nella risposta a different molecole-
segnale extracellulan. La cascara &ld rende il batterio capace di integrare
fartori quali il bilancio energetico e la densita cellulare con condizioni
ambicnrali specifiche, ad esempio disponibilicl di nutriena ¢ condizioni di
stress particolari. I punto ﬁnare di questa cascata & costituito dalla produ-
zione ¢ secrezione del pepride SapB, delle proceine chapling (coelicolor
Indrophobic aerial rom'mfe rodlins e probabilmente di altri morfogeni
non ancora identifican. SapB ¢ un pepride idrofobico di 18 amincacidi
prodotto dal processamento pose-traduzionale del peptide Ram$ codifica-
to dall'operone ram. SapB & strutturalmente un lancibiotico (wedi cap. 8),
ma & privo di attivitd antibiotica. SapB ¢ alcune piccole proteine idrofobi-
che, secrete prima che venga iniziata la sintesi J:lle ife aeree, funzionano
da surfattante biologico ab o la tensione superficiale all'interfaccia
ariafacqua e consentendo cosi alle ife acree di sfuggire dal mezzo acquoso
in cui st trova fa colonia ¢ crescere verso 'alto. Man mano che vengono
formate, le ife acree ¢ successivamente le spore sono rivestite da uno stra-
to superficiale, detwo rodles layer, che le rende idrofobiche, Questo strato
ha una ultrascruttura a mosaico ed ¢ costituito da bastoncelli leli di
8-12 am; la sua formazione dipende dalle proteine rodling e da alcune cha-
plins, Le chaplins si assemblano in piccole fibrille di 4-6 nm di diamewro
che in presenza delle rodling sono allineare in una strurtuea bastoncellare,
detta rodler. Ogni rodlet ¢ formato da due bastoncelli, ciascuno dei quali
contiene due fibrille (fig. 3.9). Quasi turdi i muranc b e ram non produ-
cono SapB. Laggiunta di SapB purnficata al mezzo di coltura causa lo svi-
luppo di ife acree nei muranti; la microscopia elettronica ha rivelato tutta-
via che le strutture acree prodote dai murand in seguiro alla somminisera-
zione di questo peptide sono in realta ife vegetative che si dingono verso
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Figura 3.9

Modallo per ks formazions delle ife aeree in S. coslicolor,

{A) Sagnali amblentall ed extracedutar! influenzano lo sviluppo attraverso s caxata b, Questa casata Induce
I'espressicne @ Ram#l e delle chaplins Chp€ e ChpH, RamR attiva la sintesl di Rams5 che & processata per formare
SapB. SapB, insieme a ChpE = ChpH, abibassa la tensione superficiale, Le rodiins © le chaplins si assemblano in uno
strato idrofolsico che riveste 1a superficie delle ife aerge. (8) Formazicne delle strutture bastoncellarl, rodiet,
contenenti rodlins e chaplins.
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I'alto senza che in esse si sia verificato alcun processo di differenziamento.
Cio conferma il muolo di surfattante di SapB.

La formazione delle spore dipende dai geni whr. Il rermine whi (da
white) si riferisce al fenotipo dei mutant, in quanto il micelio aereo rima-
ne bianco perché non vengono formate le spore con il loro carameristico
pigmento gnr'fio. La formazione defle spore pud essere divisa in due fasi,
precoce ¢ tardiva, La fase precoce consiste nell'allungamento, avvolgimen-
1o ¢ settazione delle ife aeree. | seri di sporulazione differiscono da quelli
vegetativi sia per la frequenza sia perché causano una separazione comple-
ta dei compartimenti. Durante questa fase sono coinvoln | prodotn di
almeno sei geni. Fra questi svolge un ruolo chiave whiG, che codifica per
un fanare si La mascrizione del gene whiGG' & pressoché costante in
wite le fasi dello sviluppo, Cid suggenisce |'esistenza di una regolazione
post-trascrizionale. Le ife aeree dei muranti whiGG non presentano I'avvol-

imento che precede la sporulazione ¢ i sett tpici delle ife acree ma quel-

i delle ife vegerarive. Liperespressione del gene causa sporulazione ectopi-
ca ¢ prematura, Negli streptomiceti Ja sporulazione & regolata da una rete
complessa di interazioni tra i prodorei dei vari geni why, piuttosto che da
una cascata lincare come avvienc in Bacillus subnilis.

3.4 REGOLAZIONE DELLA BIOSINTESI
DEGL!I ANTIBIOTICI

Negli ultimi anni sono stari compiuti considerevoli i nella com-
prensione delle basi generiche ¢ molecolari della regolazione della biosin-
tesi degli antibiotici. Molte delle attuali conoscenze derivano da studi con-
dotti su 8. griseus ¢ su 8. coelicolor. S. grisews produce la strepeomicina, anti-
biotico aminoglicosidico ¢ aleri meeaboliti secondari, come il grixazone,
pigmento giallo, ¢ la fredericamicina, un policheride. | geni richiesti per la
sintesi di uno specifico antibiotico sono localizzati in un cluster che con-
tiene, nella maggior paree dei casi, anche geni regolatori e geni i cui pro-
dotti conferiscono resistenza del ceppo produrtore all'antibiotico sintetiz-
zaro. espressione di questi cluster genici & controllata da proteine regola-
wici appartenent  diverse famiglie di cui alcune idtmizcatc solo negli
artinomicett, ¢ da regolaton pleiotropici che rispondono, mediante una
grande varierd di sistemi di wasduzione del segnale, a diversi segnali
ambientali e fisiologici.

3.4.1 Regolatori pathway-specifici e pleiotropici

Sona state identificate diverse classi di proteine che direttamente
l'espressione di aleuni o di cueri i geni di un dluster biosintetico. Queste

roteine, interagendo con sequenze specifiche di DNA a monee di geni

iosintetici, ne effettuano un controllo pasitive o negativo. Se il controllo
& positivo, la concentrazione dei regolatori & elevata durante la fase di
metabolismo secondario: se invece il contsollo & negativo, i regolatori,
maggiormente espressi durante la prima fase di crescita, reprimono
I'espressione dei geni biosintetici. Generalmente, 1 geni regolaton di tipo
positivo sono molto pils comuni nei alester biosintetici. Liperespressione
di un regolarore positivo o Tinatdvazione di un litore negativo
possono causare una biosintesi precoce o un aumento concentrazione
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dell'anuibiotico prodotro. Regolatori parbuway-specifias identficari negli
strepromiceti sono le proteine SARP (Stepromyces antibiotic regulatory
proteins), LAL (lerge ATP-binding regulators of the LuxR family) ¢ la
famiglia di proteine simili a SerR, reg’:ﬁm positivo della biosintesi della
strepromicina,

Al gruppo delle SARP appartengono diversi regolatori, Tra quelli mag-
giormente studiati vi sono Actll-ORF4 ¢ RedD, che regolano nspertiva-
mente la produzione di actinorodina e undecilprodigiosina in S. coelicolor.
Un altro membro di questa famiglia ¢ CcaR, che regola la biosintesi sia di
cefamicina € che di acido clavulanico in Senepeomyces cdavwdigerns. e
SARP non contengono un motivo canonico helix-tuirn-helix, ma presenta-
no all'eseremir N-terminale un particolare dominio di legame al DNA
detwo wenged belix-turn-helix,

I regolarori della famiglia LAL sono caratterizzati da grandi dimensio-
ni, dalla presenza di un dominio di legame a nucleoridi trifosfato (ATP o
GTP) nella regione N-terminale e di un dominio befic-rurn-heléx in quel-
la C-terminale. Regolano 'espressione dei cluster biosinrerici della picro-
micina in Strepromyves venezuelar, della rapamicina in Smeptomycer
seopicss e della nistating in Strepto nosrses.

StrR ¢ il regolatore positivo dmiosinmi di strepromicina in S, gr-
sens. Regola la erascrizione dei geni biosinterici mediante l'interazione fra
un motvo helix-turn-heiix presence nella sua regione centrale ¢ una palin-
drome localizzata a monte dei geni biosintetica. Geni atori simili a
SuR sono stati identificati nei clusrer biosintetici degli antibiotici novobio-
cina, clorobiocina ¢ kasugamicina ¢ in cluster biosintetic per antibiotici

i idici: in tomyees ¢ in aler genen di attinomiceti. Lespressio-
tgx’c'c?dn??r,rtk e del m ap{D. che conferisce resistenza all'antibiorico, &
indotta da AdpA, attivatore trascrizionale pleiotropico {fig, 3.10).

Tra i regolatori pleiotropici, la proteina AR di 8. coelicolor svolge un
ruolo cruciale come mediatore di vari segnali esterni trasmessi da sensori
differenti mediante cascate di fosforilazione, Aleune protein-chinasi, come
ARK, artivare da specifici stimoli esterni si aucofosforilano a livello di resi-
dui di serina/treonina ¢ fosforilano AR, AfsR fosforilata attiva la erascri-

| Figura 3.10

biosintetico per Pantibiotico
streptomicina in 5. griseus.
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Figura 3.11
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| Metabolsmo secondanc |

zione del gene pleiotropico afiS (fig. 3.11), che codifica per una piccola
proteina che causa, mediante meccanismi ancora scoOnOSCIUG, un aumen-
to della produzione degli antibiorici.

3.4.2 Segnali extracellulari

Parecchi streptomiceri producone piccole molecole segnale che svolgono
un importante ruolo regolatore nell innescare la produzione degli antibio-
tici ¢ a volte anche del differenziamento morfologico. Queste molecole,
capaci di agire a concentrazioni molto basse, appartengono alla famiglia
dei y-butirrolattoni, il pitt caratterizzato dei quali ¢ il farcore A (2-isocapri-
loil-3R-idrossimetil-y-butirrolarcone) di S. grisens. 1] fattore A innesca ¢
sincronizza la biosintesi della maggior parte dei metabolin secondari ¢ la
formazione del micelio acreo, Sintetizzato da afid, il fartore A inibisce

A, che reprime Pespressione dell’astivatore trascrizionale AdpA. La tea-
sceizione del gene adpA ¢ repressa da ArpA durante la fase RG1. Man
mano che aumenta il numero di cellule che producono il farore A,
aumenta la concentrazione di questa molecola fino a una soglia che con-
sente ad essa di legarsi efficientemente ad ArpA, impedendo cosi a questa
proteina di fungere da repressore. A questo punto pud essere prodotta
AdrA. che a sua volra artiva I'espressione dei regolatont positivi dei cluster
della serepromicina, della fredericamicina e del grixazone (fig, 3.12). AdpA
inoltre regola positivamente alcuni geni coinvolti nel differenziamento
motfologico.

In 8. coelicolor sono stan cararterizzarn alcuni y-buticrolattoni ¢ uno di
essi, SCR1, stimola la produzione di ansibiotici ¢ non la formazione del
micelio aerco (fig. 3.13). SCB1 ¢ aluri y-burirrolatroni legano il repressore
ScbR, attivando cost la trascrizione di geni regolatori specifici per i cluster
biasintetici, | y-butirrolactoni ¢ i loro recestori, identificati in quasi tuct
gli streptomiceti, costituiscono pertanto un sistema generale di regolazio-
ne per la produzione degli antibiotici. Queste molecole agiscono prababil-
mente in maniera simile a un meccanismo di guorsm sensing. In una pri-
ma fase di crescita, la concentrazione di y-butirrolatroni & direttamente
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proporzionale 2l numero di cellule presenti. IUNTA UNA CONCENErazio-

ne sufficiente, si verifica una autostimolazione della sintesi di y-bunrrolar-
toni. Queste molecole attivano cosi una cascata di trasduzione del segnale
che porta all'attivazione def differenziamenta fisiologico ¢, talvolta, morfo-
logico mediante I'inibizione di un repressore, come in S, grisews, oppure
Fattivazione di un regolatore positivo come in 8. coelicolor.

3.4.3 Influenza dei nutrienti

E noto da molti anni che in diversi artinomiceti la produzione di antibio-
tici e di aliri merboliti secondari avviene in seguiro alla limitazione di
nutrienti specifici, come composti azotati ¢ fosfaco, Tuttavia, questo feno-
meno si manifesta a concentrazioni estremamente diverse di fosfato e di



3 » Strepsormces 56N 378-8508-18433 2

uvenza del fosfato sulla

ura 3,14
biosintesi di antibiotici in 5,
coelicolor.

composti azotati. La carenza di composti azotat si traduce in basse con-
centrazioni di aminoacidi che vengono “sentite” dal ribosoma attraverso la
presenza di tRNA scarichi {rsposta stringente). Questo fenomeno porta
all'attivazione della proteina RelA che sintetizza il nucleotide ppGpp (gua-
nosina 5"-difosfato 3'-difosfato), Tl ppGpp si lega alla subunis bde’l, ‘RNA
polimerasi, che a queste punto riconosce efficientemente i promotori di
alcuni geni che controllano il metabolismo secondario. Un alto efferto
della proreina RelA ¢ quello di indurre un bloceo della sintest degli RNA
ribosomali.

In §. coelicolor ¢ stato dimostrato che la concentrazione di fosfato nel
terreno di crescita viene recepita dalls cellula grazie 2 un sistema di crasdu-
zione del segnale a due componenti, costituito dal sensore di membrana
PhoR ¢ dal regolatore PhoP: Questo sistema regola I'espressione di una
serie di geni comvold nel metabolismo del fosfato, inclusi i geni per la sin-
tesi ¢ degradazione di polifosfato. In molri casi, il regolatore PhoP altera
anche il livello di fosforilazione di proteine regolarrici coinvolte nel meta-
bolismo secondario. Nel caso speaifico di figura 3.14, I'effertore interme-
dio della segnalazione per fosforilazione in carenza di fosfaro & il regolato-

BI0SINTES] DI
ACTINORDODINA E
UNDECILPRODIGIONINA
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re pleiotropico AfsS che causa, come gia riportato, un aumento dell'espres-
sione dei regolatori positivi per la sintesi di actinorodina ¢ undecilprodi-

glosina.
3.4.4 Quadro generale

In conclusione, la produzione di antibiotici ¢ altri metaboliti secondari da
parte di Strepromyces ¢ ceppi correlad ¢ soggetta a un controllo comples-
so: la produzione di queste molecole & associata 2 una fase remporale
cifica (inizia generalmente durante la fase RG2); ¢ fortemente regolata
dalla presenza di particolani nutrient, che di solito influenzano negativa-
mente la produzione; ed & soggetta a controllo da paree di farton extra-
cellulari, che la stimolano. Leffetto finale di queste forme di controllo
consiste nell'attivazione dei regolatori (o nell'inattivazione dei repressori)
pathway-specifici, che portano all'espressione dei geni biosintetici. Per-
ranto, ['espressione dei geni del metabolismo secondario, cost come quel-
la dei geni del differenziamento morfologico, ¢ controllaca in maniera tale
che essa avvenga durante una precisa fase di crescia in condizioni ester-
ne definite, E importante osservare invece che le vic anaboliche del meta-
bolismo primario sonc funzionali al raggiungimento ¢ mantenimento di
concentrazioni ottimali dei singoli meabolin, sostanzialmente durance
tutta la crescica.

Lesistenza di molteplici segnali che possono artivare la sintesi di meta-
boliti secondari probabilmente offre a una cellula di Strepromyces la possi-
bilita di produrre queste molecole biologicamente atcive in diverse condi-
zioni ambientali, Inoltre, I'esistenza di molti clwster per il metabolismo
secondario in un singolo ceppo consente a Serepromyces di produrre mole-
cole diverse in circostanze diverse, aumentando cosl il suo potere compe-
titivo,

3.5 APPLICAZIONI BIOTECNOLOGICHE

Limportanza biotecnologica principale di Stvpromyces ¢ degli altri attino-
miceri risiede nella capacitd di questi microrganismi di produrre un gran
numero di metaboliti diversi ¢ biologicamente attivi, molti dei quali ven-
gono prodotti induserialmente per applicazioni in medicina umana e vere-
rimaria ¢ in agricoltura. Non solo esiste un notevole numeto di prodocn gia
in commercio, ma ceppi appartenenti all'ordine Actinomycetales continua-
no a svolgere un ruolo importante nei processi di screening mirati a iden-
tificare nuove strutture biologicamente attive,

Lo sviluppo dei processi industriali per la produzione di meeaboliti ha
raggiunto livelli considerevoli, Per esempio, la produzione di retraciclina
supera 20 g/l, quella di clorotetraciclina 30-40 g/l ¢ quella di rilosina 15

. Questi numeri sono particolarmente significativi in quanto in natura
il metabolismo dei microrganismi & accuratamente controllatoe ¢ i metabo-
liti secondan vengono prodott in quantied crca 1000 volee minor, ma
probabilmente sufficienti per le esigenze del microrganismo nel suo
ambiente naturale. Questi livelli di produzione non sono comparibili con
un processo industriale. La procedura storicamente pitt adottata & tale sco-
po negli strepromicesi & stata la mutagenesi seguita da sereening, possibil-
mente dopo una preselezione (sedi cap. 15), Inoltre, queste procedure
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Figura 3.15

sono state utilizzate per indirizzare | componenti di un complex di meta-
boliti in una direzione definita, Per esempio, Strepromyees griseus ssp.
eryophilus produce oteo diversi carbapenemi di cui quattro solfatati. Le for-
me solfatate sano meno amive di quelle non solfatate ¢, per eliminarle dal
complex, sono stati ottenuti ceppl mueanti del trasporto del solfato, che
pmd}:noono soltanto le forme non solfatate.

3.5.2 Manipolazione genetica

Un approceio razionale per migliorare la produzione di metaboliti secon-
dari consiste nel selezionare mutant resistenti ad alcuni antibiotici. In
diversi ceppi alcune mutazioni che causano resistenza alla screpromicina
portano a un aumento della produzione, Inoltre, murazioni che conferisco-
no resistenza a gentamicina /o rifampicina in un Omicing resi-
stente aumcmas:: ulteriormente la produzione dcjp mu. Per esem-
pio, in un ceppo industriale di Seepromyces albus la produzione del policte-
re salinomicina aumenta notevolmente in mutantd spontanei resistenti ai
tre antibiotici. Nei mutanti resistenti a streptomicina ¢ rifampicina sono
state identificate mutazioni puntiformi. rispettivamente nei geni rpil ¢
rpel, mentre non sono ancora state identificate le mutariont che causano
la resistenza alla gentamicina,

Il gene rpsk codifica per la proteina S12, Jocalizzata nella subunita
ribosomale 308 in prossimici del sito di legame della strepromicina; il
legame della serepromicina al ribosoma causa errori di lettura durante la
traduzione, Nei mutanu del gene npel di 8 caeficolor si osserva un incre-
mento della sintesi proteica in fase stazionaria, sia per una maggiore seabi-
lica del complesso 708, sia per un aumento dell'espressione di uno dei fat-
tori della traduzione; I'eftecto finale di questo processo porta alla iperpro-
duzione di alcuni antibiorici (fig. 3.15). 1| gene npo8 codifica per la subu-
nitd P della RNA polimerasi, alla quale si Fcz. la rifampicina, impedendo
fa trascrizione. Nei mutant del gene rpeB si ha iperproduzione di antibio-
tici, probabilmente perché FRNA po?mcrui riconosce con maggiore effi-

Garprodusrane
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cienza i promotori dei geni ded metabolismo secondario, mimando l'effec-
to che si ottiene in condizioni di risposta stringente.

A differenza dell'uso della mutagenesi, la ricombinazione genctica ¢
stata poco utilizata a causa della sua assenza o bassa frequenza negli atti-
nomiceti industriali, La formazione ¢ rigenerazione dei protoplasti hanno
permesso Partuazione di programmi di miglioramento della produzione,
che prevedono fusioni di protoplasti fra differenti ceppi muranti, Tuttavia,
non sono stati messi a punto sistemi di preparazione e rigenerazione di
protoplasti per tutti i ceppi industriali.

| proroplasti, cellule prive di parete, sono preparati mediante tracta-
mento con lisozima in un mezzo ssotonico. | protoplast di due ceppt
mutanti vengono successivamente mescolati in presenza di polietilenglico-
le (PEG) ¢ seminati su un terreno non selectivo che permette la rigencra-
zione della parete ¢ la conseguente divisione cellulare. A crescita avvenura,
le spore {0 le colonie) vengono raccolte ¢ seminate su opporcuni terreni
selettivi, La frequenza di ricombinazione owenuta mediante fusione di
protoplasti & molto piis alta risperto a quella ottenuta negli incroci conven-
zionali. Cid potrebbe essere dovum allo stato di diploidia dei fusand ¢ alla
possibilita clf st verifichino pitt cicli di ricombinazione durante ¢ imme-
diatamente dopo la rigenerazione dei protoplasti. In questo modo, dalla
fusione di due ceppi di Amycolatopsis iperproduttori di cefamicina, sono
stati ottenuti icombinanti che producono quantica di antibiotico maggio-
re di quella dei ceppi parentali.

Lapplicazione della tecnologia del DNA ricombinante ai ceppi pro-
duttori di metaboliti secondari & di grande urilich. Sono stati sviruppa(i
diversi metodi per introdurre DNA in Serepropsyces. Questi includono la
trasformazione con plasmidi e la trasfezione con DNA che contiene un
replicone fagico. Entrambi questi metodi prevedono lintroduzione del
DNA nei protoplasti in presenza di PEG, La trasformazione dei protopla-
sti sembra essere poco influenzata dalle dimensioni del plasmide,

Esistono verroni plasmidici ad alto € a basso numero di copie. In Strep-
tomyces vengono spesso utilizzati verrori in grado di integrarsi in manicra
sito specifica nel cromasoma; questi vetrori assicurana il clonaggio in sin-
gola copia ¢ un'clevara stabilita, Molti vettoni sono bifun:ion:ﬁ in quan-
w si replicano autonomamente in E cafi, il che permette una manipola-
zione del DNA piit facile, ¢ sono mantenuti stabilmente in Srepromyces.

Moldi strepromiceti possiedono sistemi di restrizione che possono
ridurre drasticamente le x:qucnu di trasformazione; per esempio, S. coe-
licofor ha un potente sistema di restrizione che degrada DNA contenente
N6-meriladenina ¢ S-metilcitosina, Per questi motivi, non sempre la tra-
sformazione di protoplasti di efficienze clevare. Inolere, non per turti gli
streptomiceti & possibile formare ¢ rigenerare protoplast ad alea efficienza.
Queste limitazioni sono ancora pit evidenti per aluri generi di attinomice-
ti, per i quali raramente sono state descritre procedure di preparazione ¢
rigenerazione di procoplasti, Pertanto, la coniugazione intergencrica di

asmidi da £ coli a Serepromycer o ad altri attinomicer & sempre pili uti-
izzata, in quanto costituisce il sisterna pits efficiente per aggirare barriere
di restrizione {utilizzando opportuni ceppi di £ colf) ¢ per ovviare alle dif-
ficolti insite nella trasformazione di protoplasti.

Lo sviluppo della tecnologia del DNA ricombinante per gli attinomi-
ceti ha permesso Papplicazione di manipolazioni genetiche mirate al
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miglioramento delle rese di un antibiotico, alla produzione di un parrico-
lare componente di un complex o alla generzione di nuovi analoghi
mediante tecniche di biosintesi combinatoriale (vedf cap, 8). Turtavia, la
complessira dei circuiti regolatori in sistemi modello, le conoscenze limi-
tate in molti ceppi industriali, ka bassa efficienza dei sistemi di trasferimen-
to genico, nonché l'alco grado di sviluppo dei ceppi induseriali ottenuti
con metodi classici hanno contribuiro, forse pin J:l segreto industriale,
alla mancanza di esempi concreti di processi ingusuinli le cui rese sono sta-
te migliorate dalla manipolazione ricombinante di un ceppo produttore.

3.5.3 Produzione di proteine eterologhe

Come descritto nel capitolo 10, la scelt dell’ospite di espressione per la
produzione di proteine ricombinanti & un elemento critico per il successo
dell'operazione. Empiricamente, gli strepromiceti sono stari usati come
aspiti per la produzione di proteine cucarioriche, in particolare vengono
utilizzaci a livello industriale per produrre il fattore di simolazione dei gra-
nulocit-macrofagi (GM-CSF) ¢ sono gid stadi ingegnerizzati ceppi di

promyces che secernono altre proteine umane come le intedeuchina 2,
3.6¢7 (IL-2, IL-3, IL-6 ¢ IL-7), il fattore « di necrosi rumarale (TNFo),
il fateore e delle cellule staminali umane (SCF), I'eritropoietina (EPO),
L'uso di Strepromyees come aspite di espressione deriva dai limiti che gli
alri sistemi presentano ¢ dall evidenza sperimentale che esso & capace di
secernere grandi quantitd di proteine extracellulari in una conformazione
biologicamente artiva; inoltre, non & un microrganismo patogeno ¢ per
ess0 son0 state sviluppate buone tecniche di fermentazione, che permerto-
no di ortenere gr:nsi quantita di prodorto.

Streptomyces lividans vappresenta un ospite arcraente per la produzione
e secrezione di proteine eterologhe. che sono sintetizzate come precursori
contenenti un peptide segnale all'estremitd N-terminale, | pepridi segnale
usari derivano o da prowine di Sergpronmyces, naruralmente secrete con alea
efficienza, come la proteasi B di 8 grisens 0 l'a-amilasi di Serepromyces
{imouss, oppure da peptidi segnale sintetic,

Un esempio commerciale ¢ la Leucotropin™ della canadese Cangene
che viene chhcientemente prodotta da 5. bvidans. [a Leucorropin™ & il
fattore di stimolazione dei granulociti-macrofagi (GM-CSF), una glico-
proceina di 127 aminoacidi contenente due legami disolfuro, presente in
bassa quantitd nelle cellule umane, dove pud trovarsi in cinque differenti
forme glicosilate. La forma non glicosilaca ha un’artiviti biologica 20 vol-
te maggiore di quella glicosilaga. 11 GM-CSF stimola la produzione dei
linfociti ¢ rappresenta una grande promessa farmaceurica per permettere il
recupero dei linfociti nel trattamento del cancro, 11 gene codificante il
GM-CSF & staro clonato ed espresso sia in cellule di mammifero che in £
cois; le cellule animali secernono una forma bioartiva glicosilata, mentre £,
coli produce Ja proteina come corpo d'inclusione (vedi cap. 10).

Per ottenere da £. coli la forma attiva, & necessario un processo lungo
¢ costoso. S. lividans, wrasformato con un plasmide che contiene il gene
eucariotico fuso con quello per un peptide segnale endogeno, secerne il
GM-CSF con alta efficienza, in forma non glicosilata, che vieae poi puri-
ficato come monomero biologicamente atrivo,
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| barteri Gram-positivi del gencre Bacillus sono tra i microrganismi pii
ampiamente diffusi negli ambienti naturali: possono essere isolati dal suo-
lo, dalle acque, da diversi organismi viventl.

Linteresse per le specie di Bactlius & storicamente legaro al suo impie-
go in fermentazioni alimentari, che, in Giappone, nsle ad olire un
migliaio d'anni fa per la produzione del natto (alimento fermentato a base
di soia, lievito, sale, zucchero ¢ Bacillis subtilis nasto). Nel XIX secolo Vin-
teresse per Bacillus venne stimolato da Louis Pasteur, che utilizzd B. anth-
racis, attenuaro al calore, per realizzare il primo vaccino antibatrerico, ¢ da
Robert Koch, che baso proprio sull antrace la formulazione dei suoi famo-
si postulati sulla correlazione rra parologia ¢ agente infertivo.

La maggior parte delle specie di Bacillus sono innocue per 'vomo ¢
sone note solo poche specic patogene, ta le quali il gia citaco 8. anthra-
cit, B. cerens, talora responsabile di intossicazioni alimentari, ¢ alcuni pato-
geni degli insetti come B thurengiensis ¢ B. sphaericus.

Limpiego di Bactilus in fermentazioni industriali & continuamente
aumentato nel corso del XX secolo per la produzione di enzimi, antibiori-
@, inserticidi ¢ metaboliti a strutturz pits piceola. Proprio 'assenza di paro-
genicita che caratterizza molte delle sue specic, e conseguentemente
classificarione GRAS (Generally Regarded As Safe), awsibuita ad esempio a
B. licheniformis ¢ B, subsilis dalla Food and Drug Administration USA, ha
stimolata negli ultimi vent'anni lo sviluppo di ceppi per la produzione di
proteine ecerologhe, Il facto che le specie di impiego industriale benefici-
no di un efficiente sistema di secrezione di proteine, di tassi di crescita ele-
vati ¢ di cicli fermentarivi brevi ¢ 4 basso costo, ha contribuito ad accre-
scere ulteriormente |'interesse per questi bateeri.

A partire dal 1947 B. subnilis & divenuto uno degli organismi pidi stu-
diati ¢ meglio noti a seguito dell'isolamento di mutant auxotrofi, o alte-
rati in diverse vie meraboliche ¢ differenziative, della possibilica di analiz-
zarlo ¢ modificardo geneticamente, di fornire, grazic allo studio del suo
processo di sporificazione, un modello ritenuto semplice della regolazione

Bacillus
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Figura 4.1

Cellude di Bacifius subtils,
Flagellate e motili in o, in
fas= di sclamatura o
swarming in b, colorate con
il metodo Sitver Plating
Stain (fotografie
cortesemente fornite da
Laura Arrigoni),

di questo ¢ altri processi differenziacivi. Dopo il completamento della
sequenza del suo genoma, nel 1997 & divenuco organismo paradigmatico
per Fanalisi della E:iologiz ¢ della biochimica dei Gram-positivi non pato-
geni, di interesse biotecnologico e applicativo, o patogeni, di interesse
sanitario. Il progressivo avanzamento della conoscenzz a livello genomico
di numerose specie del genere Bacillus apre a sempre pili nuove prospetri-
ve di sviluppo per prodotti ¢ processi biotecnologici,

4.1 LE SPECIE DI BACILLUS E IL LORO CICLO VITALE

Il genere Bacillur sensu ssricsu appartiene in base all'analisi del 165 rRNA
allordine Bacillaler ed & attualmente costituiro da 90 specie, anche se il
numero di specie & continuamente crescente, grazie alla raccolta di nuovi
isolati e all'utilizzo delle nuove recnologic molecolari, genetiche, genomi-
che, che affiancano le eradizionali chemio-tassonomiche nella classificazio-
ne batterica. Appartiene al gruppo di batteri genericamente definiti AEFB
(Gram-positivi, aerobici, endo-sporigeni) che comprende pochi alri gene-
ti, per un totale di 200 specie. Questi batteri sono in genere cararterizzati
da cellule bastoncellari, Ragellate pericriche (fig, 4.1}, che si differenziano
in spore cllissoidali, ovali o sferiche, a seconda dells specic.

n figura 4.2 & rappresentaro Palbero filogenetico, basato sulle sequen-
e dcll'rENA 165, delle specie studiate ¢ classificate di Bacillus ¢ AEFB:
quelle di interesse biotecnologico sono in colore, quelle produtetrici di
enzimi sono in grassetto. Alcune specie, riclassificare con le tecniche mole-
colari, sono state ridenominate. come & il caso di B, brevds, ridenominato
Brevibacillus brevis, ¢ di B, stearothermophilus, rinominato Geobacillus itea-
roshermaphilus. Le diverse specie di Bacillus rappresentate sono fisiologica-
mente caratterizzare da un ampio spettro di condizioni di crescica con pH
octimali variabili da 4,5 a 9 (per alcuni anche 11) ¢ temperature che varia-
no da quelle tipiche degli psicrofili (5 “C, genere Paenibacilius) a quelle dei
termofili (sino a 78 *C, come per alcuni Baciline ¢ Geobacills), anche se la
maggioranza delle specie ben identificate ¢ di interesse applicativo sono

\
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Figura 4.2

Albero

ricostruita sulla base delle
sequenze degli MNA 165
dedle piu important spece
di Bachlus,

In grassetto quelle
produttric & enzimi
commercall, in colore
quelle di interesse -

biotecnolegico.

Paenaciun v
FavtiOuc iy DoV (100, EacUS S0yl
Fasnbacius pabd

e Fatnitacius mocerans

det tipici mesofili con pH ottimale di crescita neutro. Analogamente, seb-
beneﬂ maggioranza siano st classificari in genere come acrobi eterotro-
fi, tra i Bacilli si wrovano anche dei chemioautotroh, degli Na-hssaton,
degli alofili ¢ degli anaerobi facoltarivi. Un esempio tipico di questa situa-
zone classificatoria & B. swbtilis stesso, per lungo tempo neenuto acrobio
obbligato, ma in realdh capace di cresciea anaemn in presenza di nitran o
nirrint come accetrori di ossigeno.

Caratteristica del genere Bacillus & Ia presenza di acidi grassi ramificati
come costituenti principali della membrana ciroplasmarica. ‘

I Bacilli, in quanto barreri capaci di colonizzare ambienti molto diver-
sificard, hanno sviluppato un ciclo vitale relativamente complesso, cararte-
rizzato dalla capacich di differenziarsi in diversi tipi cellulari, in funzione
di esigenze legate alla motilica, alla creazione di variabilich generica
mediante ricombinazione (differenziando cellule competenti naturalmen-
te trasformabili), alla capacita di resistere a condizioni ambientali estreme
mediante il differenziamento della spora e della celluls che conrribuisce
alla sua formazione, cellula madre.
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Figura 4.3
Rappresentazione
schematica del cidlo vitale di
Bacilus subtilis (rmodificato
da Levin @ Grossman, 1998,
Current Opinjon in
Micratiiology, 1: 630-635),

La produzione di metboliti secondari di interesse biotecnologico,
quali enzimi, antibiotici, surfartant, tossine insetticide, & strettamente
correlata a questi processi differenziarivi ¢ condivide con essi molte delle
strategic di regolazione, anuate soprattutto a livello dell'espressione geni-
ca nel corso della fase nazionari:(z crescita, Poiché le specie industriali di
Bacilis sono sporigene, & altrest importante valutare 'impareo che questo
processo differenziativo, assai costoso dal punto di vista energetico, ha sui
processi fermentarivi.

E pertanto utile prendere in esame quali sono i passaggi cruciali della
sporificazione della specie paradigmatica tra i Bacilli, B. subeilis, rappre-
sentati in figura 4.3, che pubd portare alls formazione di spore, qualora le
condizioni ambientali lo richiedano. La crescita vegetativa, rappresentata
schematicamente, comporta la divisione binaria in due cellule figlic vir-
tualmente identiche, circondate dalla membrana citoplasmatica ¢ dalla
parete ad essa esterna, costituita da uno spesso straco di peptidoglicano ¢
acidi teicoici. La divisione & mediana ¢ comporta ['invaginazione della
membrana e lo seratificarsi della parete cellulare per formare un setto di
separazione tra le cellule. Le cellule figlie crescono sino a raddoppiare le
loro dimensioni ¢ quindi si dividono a Joro volta, Come molti bacteri,
anche i Bacilli, per attuare strategic chemiotattiche da cui dipendera la
loro capacita di sopravvivere in condizioni nutrizionali sfavorevoli o in
presenza di sostanze tossiche. sono cararterizzan da flagelli, solitamente
olere 10, a disposizione peritrica, come mostrato in figura 4. 1.

[n condizioni di eseremo affamamento ¢ stress ambientale, accompa-
gnare da una densiti cellulare elevaca, le cellule possono differenziars in
xore. attraverso la formazione di un serro asimmerrico, molto piir sottile

i quello che separa le due cellule vegetative ¢ con una parete priva di aci-
di teicoici che sard presco degradata, Essa divide due cellule caratrerizzaze
da un genoma identico ma in cui, 4 seguito di uno speciale meccanismo
di segregazione del cromosoma nella prespora, l'espressione genica si dif-
ferenzia man mano che si completano i programmi morfogenetici discin-
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ti che caratrerizano, nel comparto pitt piccolo, il differenziamento da pre-
spora a spora matura ¢ nel comparto pils grande, le activith biosintetiche
¢ degradarive della cellula madre, Lintero metabolismo della cellula madre
& i ripo “aleruistico” finalizzaro a corredare la prespora di risorse ¢ strus-
ture protettive atte a massimizzarne la sopravvivenza. Alla fine del proces-
50, «;Kc per B. subrilis si svolge, in condizioni di laboratorio € a 37 °C, nel
corso di circa 10 ore dalla fine della crescita esponenziale, la cellula madre
lisa e rilascia Ja spora marura che completery questo ciclo differenziativo,
geeminando ¢ generando una cellula vegetativa in grado di dividersi per
hssione, come mostraro in figura 4.3,

Le spore sano, tra le forme di vita note, in assoluto quelke piti resisten-
ti, poiché capaci di sopravvivere, si anche per milioni di anni, all'es-
siccamento, alle alte temperature, alle radiazioni, al vuoro, a diverse sostan-
ze tossiche. Nel caso dei Bacilli sono chiamate endospore perché si forma-
no entro la cellula madre o sporangio, e si differenziano per forma, piit o
meno ovale, superficie, pitt o meno rugosa, ¢ per la loro posizione all'inter-
no della cellula madte: centrale, subterminale, con rigonfiamento termina-
le. Poiché la maggior parte delle spore rifrangono la luce, come mostrato in
figura 4.4 (anche in Appendice), & relativamente facile seguire fa sporifica-
zione in microscopia per contrasto di fase e distinguerne le caratteristiche,
in particolare quelle relative alla loro posizione, che spesso aiutane al rico-
noscimento ¢ alla classificazione delle specie di Bacilfus sporigene,

Le spore mature ¢ dormienti sono metabolicamente completamente
inatcive: gli asperti salienti della strurtura della endospora, in genere lungt
(,8-1 pm, & che in parte rendono conto di questa proprieta c della resi-
scenza agli agenti sopracitati, sono evidenziabili in micrascopia elercronica
¢, schematicamente, nella figura 4.5,

Procedendo dall'esterno verso il cenwo della spora, spesso, ma non
sempre, si trovano degli involucri esterni costituiti da polisaccaridi, protei-
ne e lipidi, che costituiscono I'esosporio: & questa una caratteristica delle
spore del patogeno Bacifius anthracys, mentre le spore di B, subilis ne sono
sprovviste. Subito sotto l'eventuale esosporio, ma essenziale a e le
endospore, si trova la tunica, costituita da diversi strat lamellari di procei-
ne con pest molecolari compresi tra 7 ¢ 65 kDa, ricche in cisteina, la cui
complessa deposizione el corso della sporificazione & attuata a partire dal-
o stadio IV, ¢ k cui funzione & quella di provvedere alla resistenza mecca-
nica. alla esclusione di molecole tossiche e antibiotici, pur mantencndo la

Figura 4.4

B. subtilis in fase d|
sporificazione.

Fotografato al micrescopio
ottico con colorazone Rosse
Nilo specifica per le
membrane in & in contrasto
di fase, dove le spore
appaione rifrangenti entre
gli sporangi, In b; @ dogo la
{15l dello sporangto in ¢
(foto cortesemente fornite
da Pamela Gamba)
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Figura 4.5
R

appresentazione
schematica delle strutture
della spors matura,
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capacity di far riconoscere, ai rispertivi recetton, le piccole molecole dei
germinanti, Probabilmente, accanto a proteine recettore, fa tunica ospita
attivitd enzimariche con un ruolo diretto nella germinazione ¢, forse, nel-
la derossificazione. Un'altra caranteristica peculiare delle spore ¢ la mem-
brana citoplasmatica esterna, che ha topologia (o polaritd) opposta risper-
:io alla membrana citoplasmatica interna, che circonda l; corteccia, facta

i uno strato molto spesso di un peptidoglicano modificato, rispetro a
quello della parete barterica, meno riccod?i?ileglmi inter-peptidict e con
molti residui di acido N-acetil muramico sosuruit da latami dell’acido
muramico. Pii all'interno vi & la vera e propria membrana citoplasmarica,
che contiene un ciroplasma molw ricﬁmo, ricco in acido dipicolinico
complessato dal calcio. Questa molecola potrebbe servire ad aumentare la
resistenza al caldo e al freddo, Aducendo il contenuto relatvo d'acqua. La
resistenza aglt UV ¢ invece dovuta al fatto che il nucdeoide ¢ complessato
con delle piccole proteine, solubili in acido, SASP (nuall acid solubile pro-
feins), che forniranno, durante la germinazione, aminoacidi ed energia. La
resistenza al danno da radiazioni, in particolare da UV, che nel DNA del-
Je spore formano spedali foroprodor, le tmidinil-diidro-timidine, @
dovuta a enzimi di niparazione specifici che entrano in funzione subito
dopo la germinazione, prima che inizi la duplicazione del DNA.

Alcune specie, B. sphaericus, B, thuringiensis ¢ le sue varie sotrosrccic.
producono, accanco alla spora, dei cristalli o dei corpi parasporali che
saranno rilasciari dalla cellula madre assieme alla spora (fig. 4.6). Alcuni di
questi mostrano un'elevata e, come vedremo, altamente specifica tossicica
nei confronti delle larve, sia di Lepidotreri, sia di Coleotteri e Ditteri, infe-
stanti colcivazioni agricole.

4.2 GENETICA E GENOMICA

Dal 1947, anno dell'isolamento det primi mutann auxotrofi, la collezione
di mutanci variamente afferai nelle vie biosintetiche di B, mbslis (I'ozgani-
smo modello per i Bacilli ¢ in generale per i Gram-positivi) si &, via via,
arricchita di muranti con difecti nella sporificazione, nella germinazione,
nella secrezione, nella motilich ¢ chemiotassi che hanno tra I'altro consen-
tito di costruire una delle mappe genetiche piti complete, assieme a quel-
la di £, coli, attraverso tradizionali tecniche di mappatura genica, Le map-
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pe a potere di risoluzione minore, simile a quello ottenibile con I'uso dei
diversi Hfr in incroci di £ e, sono stare ottenute per trasduzione gene-
ralizzata con il bareeriofago PBS1, che trasportando porzioni genomiche
di 250-300 kbp, pari al 6-8% dell'intero genoma, ha consentito di loca-
lizzare i geni entro ampic regioni del cromosoma circolare definite
mediante un kit di mappatura. costituito da un set di muranti auxotrofi-
ci o di inserzione di trasposoni, distribuiti regolarmente nella mappa cir-
colare di associazione.

Bacillus smbrilis ha potuto anche awvalessi di un raffinato sistema di
mappatura genetica per trasformazione genetica, che consente di mappare
allc‘i diversi di uno stesso gene, grazie alla capaciti di raggiungere fisiologi-
camanete lo stato di competenza. Questo & uno staro differenziativo assun-
to, nel caso dei ceppi di laboracorio, da circa il 10-20% delle cellule in tar-
da fase esponenziale di crescita, quando il titolo cellulare ¢ alto e le cellule,
in presenza di buone font di carbonio, sono invece affamaze per quanto
riguarda le fonti di azoto: le céllule cost differenziare assumono attivamen-
te una o pitt molecole di DNA, sia lineari che plasmidiche (queste in gene-
re in forma multimerica) omologhe 0 eterologhe. Questa capacics & accom-
pagnata da una eccezionale propensione alla ricombinazione che, anche

razic all'impiego di verrori integrativi per singolo o doppio crassing over,
Ea consentito la mutagenesi miraca, 'analisi rrascrizionale con geni repor-
ter, la dislocazione di diversi geni, o di parti di essi, « infine la costruzione
di veri ¢ propri ceppi transgenici, anche per la produzione di proteine ete-
rologhe. Prima del completamento della sequenza dell'intero genoma di B,
subrilis, la mappa genenica era costituita da circa 800 Joci genetici mappari
in un gruppo J: associazione corrispondente al cromosoma circolare,

Nel 1997 & stara pubblicata la sequenza di 4215 kbp dell'intero genoma
di B. sebulis: in essa sono stad annotati 4101 geni, 1300 dei quali organiz-
zati in operoni, potenzialmente codificanti per proteine, per 1200 dei quali
era stata identificara sperimentalmente (quantomeno artraverso il riconosci-
mento di un fenotipo associato a una mutazione} la funzione biologica. Nel
2002 & stato portato a termine il progecto di analisi funzionake sistematica
mirato in particolare ai geni a funzione ignota, che, al termine del progeto
di sequenziamento rappresentavano il 42% del totale: uno dei maggiori
risultati di questo progereo ¢ staea la decerminazione del numero det geni per
proteine essenziali, la cul mutazione per pesdita totale di funzione & cioé

Figura 4.6

Foto di spore e cristalii.
Prodotti dal ceppo HOT3 di
8. thuringiensis kurstaki, in
a, e di spore & gstalli
pradotti da un ceppo
transgenico di . subtifisin b
{da Calogero et al., Applied
Environmental
Microbickogy, 1983, 55.446-
453, ripraduzione
autorizzata dagli Autori),
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letale in condizioni standard di laboratorio, Essi t:prrrscmano il 6,6% del-

I'intero corredo genico (271 sui 4101 annatar). Nel 2005 infine, B, subs-

fis & diventato uno degli organismi per i quali ¢ iniziato un progetto “ridu-
zionista” del corredo genetico: sono state sistemaricamente climinare regio-
ni di genoma che s sapevano essere dispensabili: per il momento il suo
%:noma ¢ searo ridotto del 7,7% eliminando 332 geni senza alierame b

iologia e il Husso mctabolloo in terreno sintetico controllato,

Artualmente sono disponibili sequenze genomiche di van Hactilus, tes
le quali, accanto a quelle dei patogeni (le varie sottaspecie di 8. anthnacis «
B. cerens), sono presenti quelle di aleuni dei massimi produttori di enzim;
di interesse industriale, quali B. amyloliguefaciens, B. halodurans, B. liche-
niformis, Geobacillus kaustophilus, B. clausts, dei produrtori di inserticidi,
alcune sottospecie di B. thuringiensis, peraltro assai simili da questo punto
di vista a 8. antfmtm e B cerews, Le teeniche di genomica comparativa, che
si fondano principalmente sul confronto con il genoma, il proteoma e con

&nuonalc di B. subrilss, avranno imporranti ricadure sugli

i dati dell'analist

aspetti biotecnologici afmscatm di questi Gram-positivi.
A questo proposito e

to a quelle dei tradizionali database,

4.3 IL SISTEMA DI SECREZIONE

Due aspert della hsiologia ¢ del differenziamento di Bacillus sono stati
oggerto di studio approfondico, perché peculiari di questi organismi: la
secrezione, aspetto fisiologico cruciale per organismi produtton di enzimi

Tabella 4.1 Alcuni siti Web importanti per I'acquisizione di informazioni e di ceppi di Sacillus.

Two dr informazane
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httpeAwwvuniv. lyan 1 fera frams him :
ocus jouyires fricgi- Il Catabase MICADO the coreta e informaziont i
i & genctipe & fenotipo del Mpmdwln&:%ﬂb
dad progetta of Analiv Furzionale
hetp:ibacilius.gerome.jpf JAFAN. araloga 3 MICARO, correla fe mfarmazion di sequenza
a genotipo e fenctipo del mutanti prodattl in
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heptivwsw, bgsc arg) i1 Baeitkus Stock Conter mantions @ distribuscs coppl o varie ssp.

di Bacifius, dei loco batteriofagi, plasmidi e vetton di clonsgaio

http ey iifesc sussex ot uhomeNed | Crickmornutin 1| Datatisse delle proteine entemopatogens Cry di 8. thurngimss

chiamo in tabella 4.1 1 principali siti che for-
niscono informazioni relative alla genomica, alka proteomica, all’analisi
funzionale di Bacilius, ¢ che forniscono informazioni pih specifiche risper-

|
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degradativi extracellulari, ¢ la sporificazione, processo differenziativo fine-
mente regolato, le cui fasi iniziali in particolare sono, proprio dal punto di
vista regolativo, interconnesse alla produzione di enzimi, antibiotici ¢
inserticidi.

Nonostante la strurrura delle cellule di Bacellus sia relativamente sem-
plice, le proteine che in esse vengono sintetizzate devono essere rilasciate
o viceversa trattenute in almeno cinque possibili localizzazioni subcellula-
ric il citoplasma, la membrana citoplasmatica, I'interfaccia tra membrana
¢ parete (spesso strato di peptidoghcano « acidi teicoici), la parete ¢ am-
biente, che nel caso delle fermencazioni industriali & il terreno di coleura.
La correta localizzazione dipende dalla presenza di peptidi segnale (SP}
c/o segnali di ricenzione. Le proteine prive di pcptkfi’?;gmlc rimangono
nel citoplasma e assumoneo la corretta conformazione nativa, con o senza
I'aiuto di chaperonine. Le alte sono caratterizzate o da domini trans-mem-
branari, per Iinserimento nella membrana, oppure da un peptide segnale
Neterminale per il io attraverso la membrana, ¢ possono essere
secrete nel terreno (direttamente, dato che nei Gram-pasitivi non esiste la
membrana esterna). Se svolgono funzioni legace alla sintesi ¢ al manteni-
mento della parete, alla waslocazione di alere proteine, al folding, alla veri-
fica delle proteine da secernere, si trovano nell'interfaccia tra membrana ¢

arete.
; In B. subtilis il secreroma, o proteoma extracellulare, vale a dire l'insic-
me delle proteine che potrebbero essere esportate fuori dal citoplasma, ¢
costituito, alla luce dell'analisi genomica, dal prodotte di 300 geni; in una
specie molto vicina, il patogeno alimentare 8. cerens, che secerne anche
molte tossine e fattori di virulenza, esso potrebbe essere costituito da 500
proteine.

La secrezione delle proteine nei Bacilli prevede tre passaggs mpﬂrcscn—
waci in figura 4.7; il primo ¢ il riconoscimente da parte di un macchinatio
dedicato e l'invio alla membrana delle proteine provviste degli appropria-
ti segnali; il secondo passaggio ¢ l'interazione con l'appropriata via di
secrezione; il terzo & rappresentaro dal raglio proteolitico da parte della
peptidasi del segnale ¢ dalla maturazione della prorcina da secemere.

Le proteine possono cssere classificate in cinque gruppi sulla base dei
peptidi segnali, dei corrispondent apparati di secrezione urilizzan per pas-
sare attraverso la membrana ¢ delle peptidasi che raglicranno il pepride
segnale. Questa classificazione ¢ le caarceristiche salienti delle proteine dei
diversi gruppi sono schematizzate nella parte bassa della figura 4.7,

Le vie di secrezione arrualmente riconosciute sono quattro, le due
mc?io cararterizzate sono: quella definita Sec, che comporta la presenza
nelle proteine secrete di un peptide segnale dove la regione N-terminale &
ricca di residui carichi posicivamente, seguita da una regione idrofobica
caratterizzata dalla conservazione di una glicina (interessa potenzialmente
135 protine); ¢ quella definita TAT, Tiwin Arginine Translocase. il cui

di riconoscimento nella regione N-terminale del peptide segnale,
di 14 aminoacidi, conserva 2 argining, o una lisina e un'arginina, seguite
da due residui idrofobici (riguarda potenziaimente 180 proteine). Delle
due vie, quella veramente importante per la secrezione dei prodorn di
potenziale interesse commerciale & la Sec. Le altre due vie riconosciute
sono: quella per le pseudopiline, proteine di competenza simili alle piline
dei Gram-negativi, che rimangono attaccate alla membrana e che servono
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Figura 4.7
Schema dei principail

" sisteml di secrezione di

Bocillus,

Neil'inserto || dettaglio del
sstema Seg in basso
I'organizzazione dei domini
protaici @ dei peptidi
segnale per | diversi tipl di
proteine sacrate.

al nconoscimento e al rrasporto all'interno della cellulz del DNA durante
i processi fisiologici di trasformazione: quella per i feromoni, oligopepridi
che giocano ruoli imporeanti nel guorum rensing in sporificazione, compe-
tenza, motilitd, ¢ per le batteriocine o i lantibiotici, che fa capo ai com-
plessi di trasporto e taglio del tipo ABC, caratterizzata dal fatto che man-
ca, nelle sequenze segnale per 'esportazione della regione H, ricea di resi-
dui idrofobici conformati, nella membrana, in « eliche e sempre presente
per le alere we classi di proteine, come moserato in figura 4.7,

Tuwe le proteine secrete o trasportate attraverso la membrana possie-
dono dei residui specifici nella cosidderta regione C (figura 4.7) per il rico-
noscimento, da parte delle pepridasi del segnale, di cgsm I oll oda par-
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te di ComC o da parte di SunT e AIbE/E nei complessi ABC.

Dei quattro tipi di complessi di secrezione che agiscono a livello della
membrana ¢ della parete, quello meglio caratterizzato & il Sec, per il qua-
le & stato possibile idcnti%ame le component principali: il complesso
SRP/FisY ¢ CsaA per il riconoscimento ¢ il sargerng alla membrana, dove
si trovano il complesso della traslocasi ATP dipendente SecA, SecYEG ¢
SecDF; delle peptidasi di gipo [ SipS-W: per le pre-lipoproteine, l'enzima
Lge, che le modifica con un lipide, prima del tzg?io da parte della peprida-
si di tipo II LspA. Vi si trovano anche le proteine per la degradazione dei

tidi ale, TepA ¢ SppA: le proteine di mantenimento del folding
Spolll)! YgiG e BdbB/C, PrsA; ke protine per il controllo della qualita
delle proreine secrete, WprA e HtrA/B,

Parte di queste funzioni sono proteasi ¢ pepridasi di membrana che
fanno parte dell'ampio corredo di proteasi ¢ peptidasi di Bacilfus: in B.
subrilis sono state identificate 13 proteasi citoplasmatiche, 7 proteasi ¢
rcpddmi di membrana, 1 della parete, WprA, ¢ 8 esoproteast, tra le quali
a stessa Subtilisina, AprE, e le proteasi neutre NprE ¢ B, o metalloprorea-
si Mpr, che sono anche quelle di maggior interesse commerciale.

Per il miglioramento delle rese in produzione di proteine eterologhe
secrete sono stati costruiti ceppi di B subrilis in cui sono stati inativati per
mutagenesi mirata i geni codibcanti le esoproteasi, come il WB800 {(aprE”,
uprB, nprE | epr, mpr, bfp, vpr, wprA), nel quale sono stati inattivati 7
xﬁéi 8 geni per esoproteas, olere alla WprA.

Non turte le specic di Bactlies hanno un corredo alrretranto ricco di
proteasi: & questo il caso di 8. megaterium, che & privo di alcune esoprotea-
si ¢ dedla proreasi alcalina, ¢ di B, brevis (anch'esso da considerarsi GRAS,
in quanto si trova nel latte ¢ nel formaggio), il pii adaro per la produzio-
ne e secrezione nel terreno di proteine anche ercrologhe. Quest'ultima spe-
cie & anche caratcerizzata da un efficience sistema di trasporto per le protei-
ne che normalmente sono associate allo strato esterno e intermedio della
parete, che durante la fase staziomaria vengono rilasciare nel terreno
mediante una specie di processo di "muta”. Il gene per la proteina eterolo-

da esprimere pad essere percid efficientemente espresso ad ald Tivelli, ¢
il suo prodotzo rilasciato nel terreno, se la sequenza codificante ¢ fusa al
peptide segnale di queste proteine della parete ¢ sotto il controllo dei pro-
motozi in tandem che ne controllano lespressione in fase scazionana.

4.4 DIFFERENZIAMENTO E SPORIFICAZIONE

1] processo di sporificazione & un insieme di modificazioni morfogeneti-
che ¢he sopravwengono secondo un ordine sequenziale, ben definito (fig.
4.8), che per B. subtilis comporta l'attivazione finemente regolata di circa
500 geni (pil del 12% del genoma). Molti dei geni antivan nella cellula
madre sono diversi da quelli attivi nella prespora, entrambe contenute nel-
lo sporangio, strurtura bi-cellulare asimmetrica in cui si attua lo sviluppo
concertato dei due tipi cellular differenziati, ma derivac dalla duplicazio-
ne della stessa cellula vegerativa. Questi stadi di progressione del differen-
zamento sono contraddisting non solo da cambiamenti morfologici, ma
anche dall'acquisizione di Garatteristiche biochimiche ¢ fisiologiche diver-
se, quali la produzione di antibiotici, esoenzimi, I'incorporazione di Ca™,
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Gli stadh del processo lisozima, ad agenci chimici sterilizzanti, ¢ dall'esistenza di muranti che,

derenzlativo che porta Lloccando il processo, consentono di verificare lo stadio di differensin.

alla produzione dedls spora, a

In corsivo sono indicati i mento raggiunto,

geni colnvolti nella I mutanti Spo” hanno identificato i diversi geni regolatori del proces-

progressione al passaggio
SUKcessivo,

so che operano sul controllo dell'espressione agendo sia a livello dell'inizio
della trascrizione sia a livello post-trascrizionale, sulla maturazione delle
proteine ¢ sulla loro modificazione post-traduzionale. Nessun murante
maostra inversione dei processi differenziativi, ma solo il blocco irreversibi-
le a uno stadio ben definito.

Nel controllo della complessa sesie di eventi della sporificazione entra-
no in gioco funzioni regolatorie di “gerarchia alt”, o master regudators, ¢
regolatori secondari pili 0 meno specifici per i due comparti cellulan. 1l
regolatore principale dell'ingresso nel processo differenziativo & Ja protei-
na Spa0A, regolatore trascrizionale, direto o indiretto, del 10% dei geni
del batzerio ¢ ultimo elemento della risposta cellulare 2 una cascara di ra-
sduzione dei segnali per trasferimento di residui fosfato, a partire dai
diversi segnali endo- ed eso-cellulari recepiti dalle chinasi KinA, KinB,
KinC, KinD, KinE.

Alla fine della crescita esponenziale, nella fase decta di eransizione, la
cascata di trasduzione dei segnali di affamamento e alta densith cellulare
vengono recepiti ¢ trasferiti mediante fosforilazione fino ad attivare la pro-
teina Spo0A, Questo regolatore chiave dell'inizio della sporificazione & gia
presente nella cellula vegetativa, ma usa volta diventato SpoDA-P agird
come attivatore o repressore della trascrizione di diversi geni, sia direrta-
mente, cooperando con fartori di inizio della trascrizione, sia indiretea-
mente, imuovendo I'azione negativa esercitata in crescita vegeeariva dal

ressore della sporificazione AbrB. SpoAO-P & un atdvatore indiretto
della trascrizione dei geni per 6, fartore trascrizionale che, prima di ati-
varsi solo nella cellula madre, avel bisognao di essere maturaro, ¢ per a*,
ma inibitore della trascrizione di molti geni vegetativi. Con un meccani-
smo di féedback positivo, il livello di espressione del suo stesso gene, nella




—

CEN D78 HEOL 1 HAS3 D 4,4 Differergamento & sponfcazions

103

fase di transizione aumenta, grazie alla presenza del nuovo fattore o', dan-
do luogo all'inizio della sporificazione.

Lattivarione di diversi geni, mediata da SpoOA-P ¢ dal fattore o', tipi-
co della fase di transizione, che portera la RNA polimerasi a riconoscere ¢
2 iniziare la trascrizione a partire da 49 promotori specifici, per gli 87 geni
che controllano l'inizio della sporificazione, determiner? il rimodellamen-
w0 dei cromosomi fratelli appena replicati, per formare il filamento assia-
le, ¢ la formazione del serto asimmetrico dello sporangio. La riorganizza-
zione del genoma si completa con la traslocazione, del cromosoma della
prespora, controllaa dalla traslocasi di membrana Spoll1E. Ciod determi-
na una condizione temporanca di asimmetria genetica, poiché la trasloca-
zione, inizialmente solo parziale, ded cromosoma nclla prespora, fa si che
per un certo intervallo di tempo (15 minud a 37 °C, un periodo lunghis-
sima, in proporzione alla vita media di un mRNA barrerico) solo un ter-
zo del genoma si tovi in questo comparto, escludendo dall'espressione
molti geni. Nello stesso periodo nella cellula madre si ha, per 1 2/3 del
genoma, una situazione di diploidia.

Grazie alla differentizzione nell'espressione di diversi geni coinvoldi in
funzioni tpiche della fase di transizione che prelude alla sporificazione, o,
in alternativa, alla fasc stazionaria, le loro areivicd, controllare in manicra
globale da sistemi multi-componenti di trasduzione di segnali, possono
essere integrate in modo che la costosa scelta della sporificazione possa,
inizialmente, essere reversibile e alternariva ad alere, quali la produzione di
enzimi degradativi, di antibiotici, Iassunzione delle caratteristiche diffe-
renziate della competenza o della motilitd.

I segnali percepiti non sono soltanto quelli Jegati alla presenza di
nutrient, alla mancanza di fonti energetiche privilegiate (assenza di ghuco-
si0), alla carenza di fond di N o di P. ma anche quelli dati dalle altre cel-
lule della stessa specic. Meccanismi di guorum sensing, mediati dalla pre-
senza di oligopeptidi secreti, danno ad ogni singola cellula la percezione
della dimensione della popolazione di czlnulc della stessa specic presend
nell'ambiente ¢ del loro stato di differenziamento. La cellula risponder?, se
decide di sporificare, inizialmente aumentando la sua motilica, grazie ai
flagelli, poi grazic a forme sociali di locomorione, quali lo swarmi (veds
fig. 4.1), che consentono Jo spostamento coordinato di cellule ¢ la forma-
sione di biofilm, sulla cui superficie si differenzieranno le spore. In nam-
ra solo il 7-10% delle cellule in una popolazione sporificano, e altre non
lo faranno a causa della produzione, da parte di quelle che hanno infziato
questo differenziamento, di fattori ritardanti o addiritura killer che por-
tano alla lisi delle cellule non sporificant.

La protcina SpoOA-P continueri a essere presente e artiva nella forma
fosforilata, come fartore crascrizionale specifico della cellula madre, anche
dopo la stadio 11, dove regola Pespressione di diverse decine di geni, tra cui
I'operone paliG, che codifica il fattore trascrizionale of specifico di que-
st comparto cellulare, ¢ I'enzima che lo matura post-traduzionalmente,
SpollGA,

11 programma di regolazione della trascrizione genica, dopo la torma-
zione del setto asimmitrico, & percid artuato da fartori o diversi, che si arti-
veranno in momenti ¢ compard cellulari distng. Lactivith di ognuno di
essi & regolata arraverso molteplici meccanismi molecolari, descriet nel
Box 4.1 e in parte gia visti.
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Box 4.1 La raffinata regolazione dell’espressione genica durante la sporificazione di 8 subtilis

1l processo di sparificazione, come abbiamo visto, chic-

de una regolizione dell’espressione genica differente nella

prespora ¢ nella cellula a partire da un identico carredo

Ennko. Questo phbieriva & raggiunto graxic 2 una serie
i stacegie genesiche ¢ malecolan diverse,

Unadi ?ucstc ¢ la citata pareiale diploidia della cells-
la madre ¢ Ia temporanea sdurione genomica nefls pre-
spora dovate al controlle del rempo di trasferimento del
cromosomy rephicaro nella prespora, dopo la formazone
del sero asimmetricn, da parte dedla tradocas SpolllE.
Secondo 1 modelli correnti, questo & uno dei prncipali
fatton che determinera 'accumulo differenziale, tra cellu-
In madre e peespara, di molte artivied enzimatiche ¢ pro-
reine. Tra Falteo questo spieghercbba come mai 8 master
regulasar SpolA stesso s troverebbe prevalentemente nel-
la cellula madee, dopo ki formazsone del sermo asimmerri-
<o; come mai i due faccori srascrizionali o° ¢ o', sebbene
§la preseoti ma inanivi nella sporangio, s attivino con
una ﬁrcciu ancgicg, prima o' ecls prespora, poi o ncl-
b celluda madre (6" & sintetizzare come pro-prateina, che
proteasi SpallGA; of & pre-
farwre anti o,

verra poi prowoliczaca
sente ma iativo perché comphessaro
SpollAB),

Con |'ardvazione di 6" ¢ o' s swbilizea una cascara
di attivazione di farwon o differend nei due comparti
cellulasi, che si stanno sempre pit differenziando meta-
bolicamente ¢ morfalogicamente. Dogpo Favvolgimento
della prespora da parte deflz seconds membrana, si ami-
vano infate due nuevi fartan di inizie detla crascrizione,
nella rrupom ", nells cellula madee o*. Eatrambi am-
vano la trasceinone di di geni diverst net due com-
parti ¢ autoregohino lespressione dei loro stessi geni,
mentre la foro artivith @ controllata da manurazione pro-

teolitica specifica, da fanoni and-a, da degradazions

proteolitica differenziale nel due comparti,

A questo . ¢ per coordinare | rmm in corso
entro ~ ¢ 11 — i due comparti edlulari, il processo di spo-
nficazione utilizea un aliro tipe di srategia: la sintest di
proteine con due o pio ruofi, Per ssempio, una sessa pro-
teina pub conrrallare s Varivazione di un @, sia us pro-
cesso morfogenetico, in modo da coordinare il program-
ma di espressione genica, con quelle di camzixmmw
morfalogica.

Queste ‘ﬁmmine bifuresonali, sost come altre, arcva-
wrici defla funeionalits o precuron dei fawca o stessi,
w0 loclzzace in posiziom mucb;&u esempio nella
membrana semphbice che, prima avmll‘ﬁmuo o
mﬁn!ﬁm. separa b prespora dalla cefhale m .G(fcsw
& uﬁ protemna transnembranares SpallGA, che
artiva @ nella octlubs madre, ed & stimolara & promacve-
re Partivazione grazie al fato che dimesizza per congara
con la proteina SpollR, mascrivs nells preaspora da o' In
queszo mido i complesso sistema di dialogo tra cellula

e prespoca coording il differenziamsento parallelo
dei due tipi cellulani secondo un modello di regolazione
detto enl-rroc.

Con questz doppia cascata di sintesi ¢ ativazione di
fartoni di inizio della trascrizione 6, coordinata tra
due compart grazie alla possibilics di comunicazioni
croclate, e seatenata cascarz di fosforilazioni det
sistema di crasduzione dei segnali a SpoDA, st attua cosi
il conmrallo globale dell’ wone genica neil due tipi
cellulan durance la « ri}mnone. In ral modo, per
esempio, st evita che b ceflula madee, che singetizaa ¢
depone sia la corteccia s e winiche dedla prespoca, fo
faccia prima di aver potuto trasmettere ir segnale di
auivazione &i o, che serve all'espressione delle SASP
ndla prespora,

Se la sporificazsone & avvenuta correramente, i spora rispondera a
condizioni ambientali favorevoli, inando. | mutanu SOno
matant in geni espressi negli ultimi stadi della sporificazione, che hanno
consentito di studiare le diverse fasi della germinazione. La spora si “sdif-
ferenzia” in cellula vegerativa in tre passagi, di cui il primo, ['attivazione,
che in condizioni sperimentali si atoua a 70 °C per 15 minuri, & reversibi-
le. Il secondo & derro inizio ed ¢ caratterizzato da modificazioni morfolo-
giche irreversibili, quali la perdita della rifrangenza e Iz perdita della resi-
stenza alle radiazioni e aﬁ: sostanze tossiche, Quesu fenoment sono
accom ti da una notevole awmivitd cambolica, in particolare dalla
dﬁnﬁ’me delle proteine della tunica ¢ delle SASP, olere che della spe-
ciale mureina della corteccia, e dal rilascio di acido dipicolinico ¢ Ca™*, 1|
terzo & detto esocrescita ¢ coincide con l'inizio delle atrivitd anaboliche, in
precisa sequenza: sintesi di mRNA ¢ proteine specifiche, e infine di DNA
per replicare una prima volta il cromosoma, Questo passaggio del aclo
vitale di Bueillus & particolarmente studiato per trovare metodi di conser-
vazione che impediscano’la germinazione di eventuali spore nei cibi con-
servati o specifiche sostanze antigerminanti che blocchino, allo stadio ini-

- ziale dell'infezione, le spore de: patogeni B. antracss e B, cerens,
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4.5 GLI ENZIMI EXTRACELLULARI DI INTERESSE
COMMERCIALE PRODOTTI DA BACILLUS

Una stima effertuaca nel 2002 valutava il mercato mondiale di enzimi a
wso industriale in 1,6 miliardi di dollari, suddivisi tra enzimi tecnici (]
miliardo circa per la produzione di detergend, di prodotti derivari dall'a-
mido, per il trattamento dei tessuti), enzimi per 'alimentazione umana
(0,5 miliardi per bevande, larticini, prodotti da forno), enzimi per mangi-
mi animali {0,1 miliardi), 11 50-60% di questo mercace & costituito da
enzimi prodomi da Bacilfus in industrie americane, europee, giapponesi ¢
cinesi {Novozymes, Danisco-Genencor ¢ DSM sono le maggioris,. Questo
ampio mercato non & soltanto dovuto al facro che gli enzimi secreti da

ueste specie batteriche hanno buone proprieta catalitiche, ma anche alla
?acilith con cui Bacilles pud essere coluvaro raggiungendo alte densita cel-
lulari a partire da fonu di azoto ¢ carbonio poco costose.

La maggl;:ranc degli enzimi industriali (amilasi, proteasi) sono com-
modity chemicals il cui valore aggiunto & elevaro poiché si tratta di enzimi
secreti nel mezzo di coltura (a sua volta di basso costo), che possono esse-
re facilmente isolati, riducendo il lofo costo, per esempio nel caso dell’a-
milasi, 2 meno di 200 $/kg,

Nella tabella 4.2 sono nportan gli enzimi di maggiore interesse, le
applicazioni, gli organismi produttori: come appare chiaramente, ka mag-
gior parte del mercaro & costituita dagli enzimi urilizzan nella produzione
di detergenti, tra i quali i pils importanti sono le proteasi alcaline, la cui
produzione annua & stimara attorno alle 500 ¢, ¢ le amilasi. Nel corso

Tabella 4.2 Enzimi da Bacillus e loro impiego industriale,

Applicazione

Enzimi da spp “ . Conmiont Enzimi da font) diverse
’ 200 & COoOmnw ' .
di Bacnus Py da BaciNus

Prozeas alcaline Le proteasi dei Bacibus

 dominano Netero
. halodivan mercato, in particclare
I dcaling da 8 dausi
Amilazi alcatine 8, Ncherdformis. Glucoamilas Tungine
B habnapalus
Alimentare, a-amilss & Nehenifoems Uguatazions amilo GOm0 BoMmRra
amido o mas. Produrone da Strapronyres
113 Pubulanast G. stearathormophiius o maltosio, dolaficanti
Glucosio aomeras 8 scadiputhayicus
8 deramificans
Alimentars, Aritasi ‘8 Nehaniformis
prodott: da forno
Ll
“Alimantsne, bavardle Amilasi B Netwofors - Joprottutto enzimi
{6) G, stearothermapiiia & funghl
8. amylaliguefaciens
f-glucanasi . subelis
Tessutl Arvlas: . halocarar Calibratura fibre, conda, Cellutasi fungine,
{6} Amilist alcaline Bacius 5, chverse
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Figura 4.9

Esempi di fermentatori.

Un fermentatore da 50 m'
della Danisce Genencar per
la produzione di enzimi
Industriali da Bacillus, in a;
un farmentatore da 14 | del
laboratario per &a
ottimizzazione dei ceppi
praduttori in b (foto
cortesemente fornite da E
Ferrart, Daniko Genencor,
Palo Alto, USA).

degli anni metodologic di sereening ¢ mutagenesi, cosi come le conoscen-
ze acquisite sulla fisivlogia ¢ la biologia molecolare di mutanti ben carar-
terizzati, hanno portato alla scoperra delle serategie di regolazione dell'e-
spressione dei geni per questi enzimi ¢ quindi al miglioramento dei ceppi
produttori che ha incremenrato la produzione a decine di g/l, in processi
che durano 50-100 ore. Le dimensioni dei fermentaton per questo tipo di
produzione sono impressionant: come mostrato in figum 4.9 [ancﬁc in
Appendice} possono raggiungere l'altezza di un edificio di tre piani.
Poiché la maggior paree dei processi di produzione sono coperti da segre-
o industriale, ke informaziont disponibili sulle cararrenistiche genetiche dei
ceppi produttori, la loro fisiologia ¢ le condizioni di fermentazione sono
generalmente poche ¢ raramente pubblicate anche in forma breverruale.
Vale perd fa pena di prendere in esame quanto & noto sulle proprieti ¢
fa regolazione dell'espressione, in particolare di proteasi ¢ amilasi. Come
gia accennaro, le proteasi prodotie da B, sudeilis sono otto, ma quelle secre-
te in grandi quantich nel terreno sono fa serin proceasi alcalina, nora come
subtilisina, ¢ lc metalloproteasi neutre. Le prime subtilisine studiace pro-
venivano peth dai produttont B, fSohensformis (la Cardsherg ¢ la Novo) ¢ 8.
amyloliguefaciens (la BPN'). 1l gene per questa ultima proteasi & stato il
primo gene di Bacillus clonato ¢ sequenziato, mentre la strurura terziaria
della proteina ¢ nota dal 1988, ¢ da allora ¢ stata la base di partenza di stra-
tegic di miglioramento mediante ingegneria proteica. Si tracta di un enzi-
ma sintetizzato come preproproreina con un pepride segnale del tipo Sec,
di 28 aminoacidi in media {ig. 4.7), ¢ una prosequenza, per un rorale di
75 amincacidi. La prosequenza & necessaria all’ancoraggio nella membra-
na ¢ al folding corretto prirha della maturazione per autoprotenlisi.
Specie alcalofile di Euci/x'w (B, clausis ¢ B. haladurans} sono produrtri-
¢i di proteasi alcaline con elevata tolleranza per le condizioni utilizzate ne
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detergenti piil aggressivi, quali I'elevata temperatura ¢ i pH fortemente
basici (T octimali tra 1 50-60 °C ¢ PH ortimali 9-12, anche se Je tendenze
attuali sono quelle di urilizzare enzimi che lavorano a temperature piutto-
sto basse); una di esse ¢ urilizzata per il recupero dell’Ag dalle lastre per
raggl X usate,

La esoproteasi nevtra {detra cosi perché il suo pH ottimale & aworno
a 7) codificata in B. subeilis dal gene mprE, & una Zn-protcing, che viene
anch'essa prodotta come preproproteina, con un e di 30 aminoacidi
e una enorme prosequenza di 192 aminoacidi con funzione di “chapero-
nina” ¢ di ancoraggio alla membrana prima dell"auto-proteolisi. Le protea-
si neutre sono impicgate nell'industria alimentare soprattucto nedla modi-
ficazione delle proteine del latte, nell'estrazione dall'infuso di malto ¢ nel-
la chiarificazione della birra, nella produzione di derivati della soia da usa-
re come aromarizzand, nella produzione di mangimi animali.

Altre esoproteasi minon, relativamente caratrerzzzare, sono la Bacillo-
pepridasi E, la mezalloproteasi Mpr, le serin-proteasi Epr e Vpr ¢ la protea-
st neutra B NprB (pH ottimale 6,6},

Le amilasi hanno ampie applicazioni nell'industria dei detergent, ali-
mentare, della carta, tessile e termentativa, Anche specie di Bacelfus appa-
reatemente molto vicine possono produrre amilasi molto differenti, se
confrontate dal punto di vista delle prestazioni ¢ della sequenza primaria.
La percentuale di impicgo sore delle amilasi, assieme a glucoamilasi
e glucosio-isomerasi, swempre da Bacillus, & rappresentata dall'uso per la
liquefazione dell'amide nella produzione di destrosio e di sciroppi ad alta
concentrazione di fruttosio a partire da granaglie e quindi in processi
industriali che affiancano usualmente Uindustria molitoria (figura 4.10).

Figura 4,70

Rap

schematica della
preduzions del derivatl
dall"amido.

A destra le precedure di
produzione enzimatica & in
colore riguadrato ghi enzimi
utilizzat pradotti da
Bacilus.
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11 destrosio entrerd poi nelle fermentazioni per la produzione di eta-
nolo, attualmente il campo di applicazione dell'amilasi in maggiore
espansione. [| destrosio entra anche nelle fermentazioni per la produzio-
ne di acidi organici e aminoacidi, ma pué essere anche trasformato in sci-
ﬁpi di fruetosio che ha un porere dolcificante doppio rispetto a quello

destrosio. Anche la conversione del destrosio in sciroppi di fruttosio
¢ catalizzata dalla glucosio isomerasi, per esempio di B. coagulans, che
lavora a pH 7-9 ¢ 55-65 °C, in competizione con enzimi provenienti da
Strepromyces.

Le amilasi si dividono in ce-amilasi, che tagliano i legami interni 1,4,
¢ B-amilasi, che rimuovono dall amido unita di maltesio come esoamilasi,
ma non possono superare i legami a-1,6 glucosidici. Tra le e-amilasi, la
piti straordinaria ¢ quella del 8. lichensformis, che lavora a 95 °C, resisten-
do sino a 105-110 °C, temperature cui I'amido gelifica, in questo simile a
quella prodotta da B. amyloliguefaciens. Nella degradazione dellamido
anche le i svolgono un ruolo importante, grazie alla capacica di
scindere 1 legami a-1,6 glucosidici; quells denominata neopullulanasi di
G. steavorbermophilus degrada I'amilosio per produrre maltosio. Le amila-
si che agiscono ad alte remperature ¢ a pH bassi sono le pity adatte come
enzimi de-ramificanti, percid quelle secrete da Bacillus acidofili ¢ ermofi-
i sono le pilt ricercate, ma nuovi enzimi sono stati oteenuti per ricombi-
nazione di porzioni di geni provenienti da specie diverse.

1 geni codificanti per la subrilisina, apr e per la a-amilasi amyE, sono
stati oggetto, nell'organismo modello 8. subsidis, di uno studio approfon-
dito, in E:nicolare per quanto riguarda le loro complesse regioni di rego-
lazione della trascrizione ¢ le funzioni regolatorie della trascrizione che
esse si legano. Gli enzimi extracellulari sono sortoposti a un raffinato con-
trollo remporale dell’espressione; "amilasi & sintetizzata alla fine della cre-
scita esponenziale, vegetativa, ¢ non sembra essere legaa al controllo del-
la sporificazione, mentre I'espressione della subiilisina e della merallopro-
teasi neutra non possono essere disaccoppiate dalla fase di transizione e di
inizio della sponficazione,

Nel corso della ricerca degli clemend di controllo di rale regolazione
temporale, & stato identificato, nella regione del promotore della subtilisi-
na, I'elemento attivo i cis della regolazione caratterizzato da una comples-
sa organizzazione. La sequenza tra 400 ¢ <50 rispetto al puato di inizio
della sintesi del'mRNA della subrilisina ¢ caratrerizzarta:

@ dalla presenza di un sito di legame per AbrB, regolatore pleiotropico che
opera secondo tee modalich d'azione: durante la crescita tiva come
repressore di geni precod della sporificazione; attvatore di geni per al-
tri regolatori della rrascrizione durante la fase di transiziones e, proprio
nel caso di aprE, preventer, cioé repressore che agisce come tale solo in
concerto con alin regolatori;

® da quatero siti di legame per il repressore ScoC (Sporulation Control),
i cul mutant sono appunto stati identificat come iperprodurtori di
subtilisina, che reprime tra I'altro anche il gene mprE per la merallo-
proteasi;

® da un sito di legame pcr Sin, repressore che ha, come ScoC, effesti pleio-
uopic sulla sporificazione;
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esprassione del gene per la
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- Fazione di regolatori
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® da un sito di legame per DegU-P, fartore trascrizionale per la produzio-
ne di enzimi ¢ per la competenza,

La maggior parte delle proteine che legano [a regione del promorore di
aprE agiscono come regolatori negativi della crascrizione, ma, come & evic

nr:m schema in hgura 4.11, la produzione di subilisina & positiva-
mente regolata da non meno di 10 proteine, tra le quali le proteine dell’o-
perone degS-U | che quando mutate possono portare a drammatici effesti
di riduzione {per mutazioni di perdita di funzione) o incremento (nel caso
di murtazioni di guadagno di funzionc) della produzione di subtilisina.
Queste proteine costruiscono un classico sistema di regolazione a due
componenti, in cui Deg$ € la proteina sensore, un‘autochinasi che fosfo-
rila EgU. fartore trascrizionale ¢ ngolamn: della risposta che controlla
pasitivamente, oltre alla produrione degli esoenzimi, anche la comperen-
za tardiva. Anche 'analogo sistema a due componenti che controlla I'ini-
zio della competenza, ComP-ComA, esercita un controllo positive sull’e-
spressione della subsilisina, ma in maniera indiretta.

Anche il gene amyk per la a-amilasi & controllato, in maniera ridon-
dante, da DegU e ScoC come aprE, ma anche dal principale regolatore
della repressione da carabolira, éf;&

[l fatto che la produzione di questi esoenzimi, che non sono essenzia-
li, sia sottoposta a un sistema di regolazione dell'cspressione genica ridon-
dante ¢ assai raffinato (vedi fig 4.11), & razionalizzabile alla luce del fatro
che la cellula & coinvolta contemporaneamente, durante la fase di ransi-
zione, in molteplici scelte alternative, quali competenza. motilita ¢ swar-
ming, produzione di antibiorici ¢ infine sporificazione. In ogni caso fa
conoscenza di questo tipo di complessita di regolazione ¢ stata tenuta in
conto per la messa a punto di straregie di mighoramento della produzio-
ne industriale di questi enzimi, cosi come per la produzione di proteine da
DNA ricombinante: nel caso della a-amilasi ¢ della subnilisina, la produ-
zione di questi enzimi & aumentata di 100 volte per efferto di mutazioni
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nei geni degd-U, scoC, nelle sequenze artive in cis rispetco ai promotori dei
geni (in genere introdotte nel gene clonato su un plasmide che comple-
menta l'inattivazione per delezione del gene selvatico sul cromasoma),
oltre che di delezioni dei geni per le alire csoproreasi.

Bacillus produce anche cellulasi, rradizionalmene considerate seconda-
ric rispetto a quelle dei funghi, ma che hanne carateeristiche industrial-
mente importanti in quanto hanno artivitd ottimali 3 pH neutri o basici,
mentre quelle fungine sono attive a pH acidi. 1 Bacillus alcalofili produco-
no cellulasi ¢ xilanasi alcaline termostabili: il ceppo KSM-635 di Baciilus
produce ad esempio 2-25 g/l di una cellulasi rermoresistente ¢ resistente a
proteasi ¢ surfattanti, ideale per I'impiego nei detersivi.

Simile & ka siruazione per le lipasi o le fitasi (da utlizzare nel teacta-
mento dei mangimi) prodoree da mllw. il cui interesse &, se confronta-
o con quello delle lipasi di origine fungina, di nuove legato alla’ possibi-
litd di sopportare temperature elevate,

Per protcasi ¢ amilasi sono disponibili da tempo e strutture, determi-
nate cristallografia a raggi X, conoscenza di base urile alle strategie di
mutagenesi. Grazie ad esse sono stati oteenuti enzimi con profili alrerari di
attivita relativamente a pH, temperatura; resistenza agli agenci ossidand,
maggiore stability, ¢ capacica di legame a cofarroni merallic. E searo crea-
to un gene ibrido per w-amilasi, combinando quelli di B, Seheniformis ¢ di
B. amyloliguefaciens, ottenendo cost un enzima in grado di lavorare a bas-
se concentrazioni di calcio, necessarie all'ottimale arriviea delle glucosio
isomerasi che intervengono nei passaggi successivi durante la produzione
di sciroppi di frutrosio a partire da amido (ved fig. 4.10).

4.6 PRODOTTI DEL METABOLISMO PRIMARIO
DI BACILLUS DI INTERESSE INDUSTRIALE

Le conoscenze acquisite da tempo sulla genetica, la biochimica ¢ la fisio-
logia di Bacilius, olire al suo basso costo in fermentazione, lo hanno reso
un produttore eccellente di metaboliti primari, 1 principali dei quali sono
elencati in tabella 4.3

I nucleotidi ¢ i nucleosidi che hanno interessanti applicazioni, per
esempio in medicina, nella produzione di farmaci antivirali, o nell'indu-
stria alimentare, come aromarizzant, possono essere prodorn da B. subri-
iz, La inosina puo esscre facilmente prodotta nei mutant Ade™ di 8. sub-
tilis del ceppo K, poiché put essere facilmente secreta nel terreno anche
con rese di g(()) g/l. Poiché la sintesi di ribonucleoridi purinici & inibira, per
feedback ¢ repressione da prodocto finale, sono stati solati det mutant
resistenti al feedback. 13 ina & solitamente prodotta con rese supe-
riori a 8 g/l da ceppt di 8. swbeilis owenud dai productorni di inosina,
mutanti nel gene per la reductasi dellacido guanilico. Anche se non mol-
to richiesti ‘ﬁl mercato, esistono ceppi di B mbnlis che producono olere
15 g/l di xantosina ¢ adenosina. La fosforilazione chimica o mediante
fosforitasi pud portare alla successiva sintesi di nucleocidi,

Le vitamine prodotte per via fermentativa sono peche: in alternativa
all'impiego tradizionale di ascomicen ¢ funghi filamentosi, recentemente
sono stari mess a punto ceppi di B sudnlis produtton di riboflavina, la
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Tabella 4.3 Vari prodotti Industriall da Baalfus,

Frodorto AppBcarians

Nudeosdi ¢ Farmaci 6. suduls
nudeotidi purire
Aromatizzant
Ackio +polrglutammico, Cosmeal, ecclpiente B, suttils
+2GA per farmaci polimard,
additive per mongew
Riboflaana Vitamns per 6, subtilis
<ibi dieteticl
Diibaso Interaificatare ok aromd, 6. suptils
: Tarmaci, CosBTich, Mmargini
& pumivs
Poliicrosbutersto Plastica biodegradabile & megatecium
Neacatil-pirveling Aroma per sliment 0. corées

(paptoen e patatine)

cut sintesi & associata alla sintesi delle purine. A questo scopo sono stari
usati mutant deregolaci nella sintesi dcﬁ:.;)urinc e nella sintetast della fla-
vochinasi-flavin adenina. Ceppt iperprodutton di nboflavina sono inolere
mutati nell'operatore 760 dell'operane esacistronico per la sintesi della
riboflavina.

Per la uzione di nucleosidi purinici e inosina, Bacillus & servito a
venhicare il modello metabolico che tiene conto dell’'efficienza bioenerge-
tica e defla capaciad produttiva, che & risultata essere di 0,343 ¢ 0,160 moli
prodotro/moli glucosio nspettivamente per purine e riboffavine. Nel caso
della riboflavina, la resa & maggiore in colture che, accanto al glucosio,
contengono acetoina o gluconarto.

L'acido y-polighutamico (+-PGA) & una omopoliammide facta di unita
di L- ¢ D-gluramico, legaci da Jegami ammidici tra i gruppi y-carbossilici ¢
a-aminici: edibile, solubile in acqua, biodegradabile, ¢ usato per alimen-
tazione, umana ¢ animale, nella cosmesi ¢ nel trattamento delle acque
reHuc. B, smbelis ¢ B. licheniformis ne producono 35-50 g/l durante la spo-
rificazione: in quest organismi sono stati ormai identificati ¢ clonati i geni
per la produzione di y-PGA.

Il D-ribosio ¢ usato nell'industria alimentare, mangimistica ¢ cosmeti-
ca come aromatizzante, nella farmaceutica, sia come additivo, sia come
principio artive nel maramento delle ischemie miocardiche ¢ dei dolori
muscolari. | maggion produrtori mondiali (Merck, Hoffman-La Reche,
Phizer ¢ Takeda), arvivano a produme circa 2000 fanno. Ceppi di B. sub-
tilis ¢ B, pumilus, gencticamente modificati, difettivi nella transcherolasi ¢
nella D-ribulosio-5-fosfato epimerasi, mediante ottimizzazione delle tecni-
che fermentauve consentono di produrre, in tempi di fermentazione rela-
tivamente ridotti e senza accumulo di prodort indesiderari, dai 90 ai 200
g/l di D-ribosio.
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4.7 INSETTICIDI E TOSSINE ENTOMOPATOGENE
DI BACILLUS

Nel 1901 il baueriologo giapponese Ishawata isold un bacillo che causava
epidemie setticemiche neglh allevamenti giapponesi di bachi da seta: anni
fopo il batterio viene identificato da Berliner come B, thwngiensis. Gis
negli anni vend, nell'ambito di un piano internazionale per il contsollo
della diffusione della pisalide del mais (if Lepidottero Osirinia nubilalis).
si comincio a pensare di utilizzare questa specie di Bacillis, ¢ Je sue sotto-
specie, per la lotta conuro gli insern nocivi e resistenti agli insetricidi rra-
dizioxmﬁ.e in quegli anni ancora relativamente pochi, ma destinari a dive-
nire olere 500 specie a metd degli anni novanta, Tra questi, per esempio, il
simulio Sineuléum damnasum, o blackfly, verrore dell'ancocercost, da tem-
po resistente in Africa agli organofostaci.

La carareerizzazione morfologica e biochimica delle diverse specic
entomopatogene di Bacdllus, le pit imporeanti delle quali sono indicare in
tabella 4.4, isolate nel corso dc!)lla seconda meth del secolo scorso dai pit
svariati ambienti (suoli di varia provenienza, polveri da magazzini di gra-
naglic, silos ¢ mulini, resti di insctti morti), ha stabilito che le loro pro-
priect entomopatogene sono dovete alla capacieh di produrre nel corso
della sporificazione corpi di inclusione parasporali, alora amorfi, pil
spesso in forma di cristalli dalle forme e dimensioni pil svariate, per esem-

io bipiramidali, quali quelli forografati in figura 4.6, cubici, o romboida-
E piatti, costituiti da una o piii proteine. Dopo la Lisi della cellula madee |
corpi di inclusione sono rilasciati nell’ambiente (spesso costituito dai resti
della larva della specie bersaglio, in cul ha provocsto setticemia) assieme
alla spora.

Negli ultimi decenni I'importanza strategica ed economica di insctri-
cidi costituini da preparari di 8-endotossine, sotro forma di crisaalli o
inclusioni amorfe ¢ spore, prodotie soprattutto dalle varie soctospecie di
B. thuringiensis (centinaia identificate, le pils note sono kurrtaki e aizawai,
attive sopratruro contro le larve dei Lepidotten, isnefensis attiva contro
Ditteri ¢ tenebrionis ¢ morrisoni attive contro 1 Coleotteri), & accresciuta
notevolmente, grazie alla pressione esercitata dall'opinione pubblica con-

Tabella 4.4 Batterl sporigen) produttorl di Insetticdi.

Specie batterca

NLErazsone con o

Posrare Lassanomretn Poncip i i)l !lmu.ul_l "

1. sphasricus

Md&adn{

8 larvae 15p. farvae
R hotimarbus o P popilae

bersagliolpatologa
Lepidattar coleotter! Patogeni opportunsticl,
@ daori te peotuine Cry sona il fattove
pomanio di virulenzs
165 tANA gruppo 2 Larve di zanxace, Patogeno apportunatico,
Anapheles, Cilox morte del'capate per tomiatd ¢
crescita battwrics
165 tANA gruppe 4 Larve ol Aodies, Culex Patogeno opportunstio,
Anopheies & SimuNen marte cell'ocspite por Ingastiona
165tANA Gruppe 3 Larve o Aedes, Culex, Non noto.
165 tANA gruppe 3 Larva & aps Fatogeno obbligato, setticemico

185 tANA gruppo 3 Larve & coleatteri scarabeidi  Patogeno abbligata, setticomico
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tro I'impiego di inseaticidi sinteriar recepia dalle legislazioni dei paesi pi
avanzat, e grazie ai progressi delle biorecnologie ¢ delle conoscenze di base
di questi Bacillus. Oltre a B, thuringiensis, sono note anche alwre specic
insetticide: B. sphaericws, B. popiliae, B. lentimorbus, B, larvae, anche se il
mercato dei bioinserticidi & dominato dagli oltre 190 prodorei registraci
alla EPA (Environment Protection Agency, ente che autorizza l'uso di pro-
dotti in agricoltura negli USA), basati su B. thuringiensit o B. sphaericus (di
cui tre derivati dalla ricombinazione di geni portan da plasmidi coniuga-
tivi che producono nuove combinazioni di tassine) distribuir in un mer-
cato mondiale stimaro attorno ai 100 milioni di dollari per anno, global-
mente corrispondente a una distribuzione in campo (per coltivazioni agri-
cole e forestali) di 2-3 x 10° kg di formulato seccofanno,

Si ritienc che la dimensione del mercato atwale, che & solo il 2% del
mercato globale degli insetticidi, sia destinata ad aumentare nel fururo,
sino a raggiungere i 10-15% del totale, dato che i costi di sviluppo ¢ di
registrazione di questo tipo di prodoti sono circa 1/40 rispetto a quelli di
un prodotro sintetico.

Non ¢ stimabile, ma & significativa la produzione di quesro tipo di
bioinserticidi da parce di piccoli impiant nei paesi in via di sviluppo:
infatti, la tipologia degli impianti di fermentazione, 'impiego di w
del recupero della carta, sottoprodorri dell’agricoltura e del mercato ittico,
per la messa a punto di terreni di coleora a costo per fermentazioni
in solido (si possono ottenere sospensioni da 1-5 x 10" spore e cristalli/ml
a partire da resti di granaglic e arachidi) o in liquido, rende questo tipo di
produzioni particolarmente adatte anche a piceoli insediamenti urbani o a
villaggi, Non per nullz era i maggiori produtrori mondiali si annoverano
storicamente ka Cina, che produce 5,5 x 10°kg di formulati in sospensio-
ne liquida/anno, e Cuba, che ne produce 1 x 10° kg all'anno.

Anche se note soprattutto per le proprieth inseeticide, le 8-endotossi-
ne parasporali, nella maggior parte prodoree a partire dall'inizio della spo-
rificazione in quantica tali da costituire alla fine del processo il 30%
le proteine toali dello sporangio, possono essere ossiche anche nei con-
fronti di protozoi, nemarodi ¢ acari. Alla specificied di azione delle rossi-
ne di B. :Em’ingima’s e simili, fa riscontro la relativa innocuind (sopractut-
to se confrontata agli efferti collaterali degli insetricidi di sintesi) nei con-
fronti.dei vertebrati e in generale anche delle specie non bersaglio, il bas-
so impatto ecologico (dovuto alla scarsa permanenza nell'ambiente, per
effetro dei raggi UV ¢ del dilavamento della pioggia) e Ja compa(ibiﬁfh
con altri tractamenti,

Questultimo aspetto & stato recentemente oggetto di un’ulteriore
approfondita rivalutzione, alla luce del faco che e analisi iche ¢
molecolari, conclusesi con il completamento dalla sequenza de‘ genoma di
diversi ceppi dei patogeni B. anthracis ¢ B. cereus, ¢ dei B. thuringiensis
entomopatogeni, K: sottolineato la comune origine evolutiva di 8. anth-
racis ¢ B. thuringiensis, a partire da un progenitore comunc a 8. cerens. Le
differenze sono soprattutto determinate dﬁfu presenza nel olo B. anthra-
cis dei due plasmidi di virulenza pXO1 e pXO2, ¢ in B. thuringiensis di
grandi plasmidi coniugarivi, spesso pits di un tipo, spesso vettori proprio
dei geni per le S-endotossine. Alle numerose valurazioni della porenziale
tossicith nei confronti dei vertebrad (uomini e animali d'allevamento che
si nutrivano di derrate trattate) di cui sono stati oggerto, man mano che st
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scoprivano, i ceppi di B. thuringiensis con nuove proprietd insetticide,
sono stace affiancate analisi cese a verificare la presenza nei vari ceppi del-
le enterotossine che rendono tossici i cibi contaminari da 8. cereus. [n
effetts la maggior parte dei ceppi di 8. thuringtensis possono produrre tali
tossine, ma fa quanticd di spore residue nelle derrate alimentari trattate &
probabilmente troppo bassa per avere gl stessi efferti di B cerens, che
peraltro diventa tossico solo quando la sua carica & superiore a 107 cfurkg.
E per gu(:sto che recentemente € stato proposto che, comungue, i et |
ceppi di B. dhuringionsis, commercializzati come insetticidi, i geni omolo-
ghi a quelli per le enterotossine di B. cerews siano deleti.

Le proprieti insetticide di A, thuringrensis ¢ B. sphaericus 5i prestano in
modo particolare ad applicazioni ¢ sviluppi di tipo biotecnologico. Infart
le tossine, oltre 260 diverse, sono proteine, mdih}:tc da geni ery ben iden-
tificati e classificati in funzione del diverso di identita di sequenza ¢
dello spettro di awtivitd inserticida. e iche tecnologic del DNA
ricombinante sono disponibili per il trartamento delle numerose sequen-
w geniche: dal clonaggio in vettori di espressione adari a diversi tipi di
ceflule ospiti (altri microrganismi, cellule vegerali da cut rigenerare prance
transgeniche, vettori virali come il bacalovirus), alla programmazione, in
base alla conoscenza delle sequenze geniche, ¢ alla loro correlazione alls
struttura primaria, secondaria ¢ terziaria delle tossine, di nuovi geni per
tossine ottenute per ricombinazione fn vive o in vitre, sino alla costruzio-
ne, per coniugazione, di ceppi produttori di nuovi “cockrail” di tossine
con spearri di attivita diversi da quelli dei ceppi naturali di pareenza,

Esempi di risultati positivi occenuti grazie a cali strategie sono: Fau-
mento dell’attivics lepidortericida data dalla trasmissione per coniugarzio-
ne tra specie diverse di B thuringiensis del gene crylA porearo da un pla-
smide autotrasmissibile; I'ampliamento dello spetero di rossicith in un cep-
po. che ha cosl acquisito tossicita ned confronti di coleotteri e lepidoteeri,
per trasferimento del gene ery3-A da un plasmide di B. thuringiensis mar-
risant 2 un ceppo di B dmn’nﬁfm kurstaké. In questo ultimo ceppo la
croduzionc di tossine da geni chimerici ary/ C-ery [A4b, ottenuri per ricom-

inazione /n rivo, & stara ottenuta in un ceppo Spo~ che era anche muta-
1o nel gene per of, fartore di wascrizione specifico della cellula madre. La
NUOVa tossing, attiva contro specie di Lepidotreri prima refrattan al trarea-
mento con B theringiensis, & caratterizzata da una maggiore stabilita nel-
I'ambienze, grazie al farco che risulta protetta dallo sporangio dal quale
non viene rilasciata. Ma anche strategie di mutagenesi tradizionali, quali
quella artuata esponendo ai raggi v, hanno consenrito di incrementare le
dimensioni e quindi la tossicita dei cristalli in cellule barteriche produttri-
< in Cry3A, rossina artiva contro i coleotteri prodotta dalla sortospecie
marrisoni tenebrionis di B. thuringiensis.

La cristallografia a raggs X ha definito da tempo la struttura terziaria
delle tossine ¢ ne ha chianito le proprieti biofisiche e il meccanismo d'a-
zione (SEIAEIIR). 1c tossine, pur avendo pesi molecolari diversi {70 kDa
la Cry3A, 130-140 kDa le Cry1). sono accomunate dall'organizzazione in
tre domini relativamente conservau tra Je diverse tossine; il 1 dominio ¢ la

ione che si inserisce nella membrana delle cellule, dette a “spazzols”,
m'immino medio dellalarva dell'insecro bersaglio; il 1l dominio & quel-
lo di riconoscimento irreversibile dello specifico recettore (per esempio
un‘aminopepridasi N, o una fosfatasi alcalina o una proteina della famiglia
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delle caderine) collocato nella membrana citoplasmatica, e un 11l dominio
che si suppone coinvolto nel legame iniziale ¢ reversibile con il rececrore,

Il meccanismo d'azione delle diverse proteine inserticide, presenti
come pro-tossine nei crisalli 0 nei corpi parasporali, pub essere cost
decritto: la lasva dell'insetto bersaglio {lepidottero, coleottero o dittero)
ingerisce, assieme al proprio saturale nutrimento, cristalli od eventual-
mente anche spore (cﬁe nel preparani sono spesso presenti perché hanno
effeto sinergico). 1l particolare microambiente dell intestino della larva, in
pardicolare il pH, che solubilizzeri le protossine del cristallo ¢ la presenza
di enzimi proteolizzanti molto specifici, che eventualmente ne maturano
ke estremicd C- o N-terminali ativandole, portano alla formazione delle
vere ¢ propric tossine. La specificie di tali passaggi, assieme al riconosci-
mento di uno specifico recettore, che & in genere una glicoproreina, ad
esempio Faminopepridasi N, sono le cause dell'clevara specie-specificita
delle proprietd tossiche dei singoli ceppi, che complessivamente risultano
tuttavia attivi contro un ampio spectro di insertd di un dato ordine. Linte-
razione con il recetrore induce l'inscrzione del | dominio, caratterizzato da
eliche amfipatiche, I'aggregazione di diverse subunita in oligomeri ¢ la for-
mazione di un vero ¢ proprio canale selectivo per cationi e aminoacidi: il

tenziale transmembranario si aleera, la celluls s gonfia ed esplode. Lef-
immediato osservabile nelle larve trattate ¢ il blocco deflo stimalo
allalimenrazione, la paralisi ¢ la morte; in ogni caso la larva, quanto meno,
interrompe le sue azioni dannose, se & firofaga, e, se si tratta di un dittero
(Ciddex, Anopheles, Simulinm), non raggiungerd mai lo stadio adulto, fase
in cui esplica le sue azioni dannose come vertore di patogeni e causa, per
esempio, di malania o di oncocercosi.

Le diverse souospecic di B. thuringiensis mostrano un'ativied wssica a
spettro molto ben definito, che dipende dal particolare cackeai! di protos-
sine che costituiscono i cristalli ¢ dalla corrispondenza era rali protassine,
il microambiente di maturazione (per solubilizzazione e proteolisi) e i
recettori delle rossine mature, Ad ecsempio Cry3, che & una tossina arttiva
per i coleotreri, non potra agire contro un lepidorrero o un dittero, perché
non sari solubilizzaca, attivata ¢ non trovert il suo recettore nella membra-
na delle cellule intestinali di questi insetri.

Lorganizzazione dei geni dedicati alla produzione delle tossine dei B.
thuringiensis vestimonia di una storia evoluriva complessa ¢ propone alcu-
ne ipotesi sul motivi per cui tali barteri sono corredari da queste atrivity
insetticide e di funzioni, ancora non ben note, di simbiosi con Je piante. |
geni per le tossine, che sono spesso presenti in pite di una versione nello
stesso barrerio, la loro collocazione su plasmidi spesso coniugativi, in stree-
ta associazione con elementi generici mobili (crasposoni), potrebbe spicga-
re in rermini evolutivi il vantaggio dato dalla possibilita di creare una nore-
vole variabilieh tra le tossine prodotte, per garantire una rapida capacita di
adattamento a svariaci insett bersaglio.

[l vantaggio di possedere attivird insetticide & evidente nel caso dei Pae-
nibacillus, capaci di produrre cristalli inserticidi ma, diversamente da 8.
theringiensis, capaci cﬁt riprodursi ¢ sporificare solo nell'emolinfa dell'inses-
to ucciso con ka tossina, Per B, thuringiensis invece il vantaggio di rilascia-
re nell'ambiente un accessorio insetticida accanto alia spora, signi-
fica corredare questultima della possibilied di trovare ricchi nutrienti e ger-
minanti nei resti della larva morta.
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Un distinto, quantomeno in base alla classificazione basata sus
2cni r ERNA (vedi tab. 4.4), & costituito da ceppi di B. sphaericons, meso-
li che producono spore perfettamente sferiche, affiancate da piccoli cri-
stalli parasporali con aivith insetricida specificatamente diretta contro le
larve dei ditteri, che si mantengono ¢ si nutrono sulla superficie dell’acqua.
Sono attwalmente noti pitt di 500 ceppi di B. cws attivi contro
Anopheles, verrori della malaria, ¢ Culex, vertoni di filaria ed encefalite giap-
ponese, ma inattivi contro alen inseeti non bersaglio ¢ non tossici nei con-
fronti ded mammiferi. 1 piccolo cristallo che si accumula nell’esosporio &
costituito dai prodocti di due geni bind ¢ binB, proteine di 42 ¢ 51 kDa
che hanno scarsa somiglianza con le tossine di B. thuringiensis, ¢ che agi-
scono in modo sinergico come tossina binaria, in alcuni ceppi assieme ﬁa
rossina zanzaricida Mex]1, farta anch'essa di due proteine, ma poco impor-
tante come tossina a causa della bassa espressione.

Anche in questo caso il pH dell'intestine larvale ¢ la proteolisi danno

le tossine mature che agiranno formando un poro nella membrana cito-
asmarica delle cellule del caecsom gastrico ¢ ﬁl'intmino posteriore. Le
muoiono nell’arco di 6-48 ore, le spore geeminano nel cadavere ¢
producono 107 nuove spore per larva morta,

Questi ceppi afhancano i ceppt di B. shuringiensis della sottospecic
isrmaelensis, particolarmente attivi contro i ditteri, che assieme alla produ-
zione di proteine Cry producono proteine Cyt, che sono delle citolisine,
codificate da geni su plasmidi, che agiscono sinergicamente. Lanivita di
questi B, thuringiensis israelensis @ stata tempestivamente scoperta, accanto
aquelladi 8. 5 ows, in cempo per affroncare Uinsorgenza delle resisten-
ze agli insetticidi di sintesi da parte delle zanzare ¢ dei Simulidi blackfyes,
1 vetrtori dell'oncocercosi, ¢ ha consentito di affrentare i problemi legati a
questi insetti dannosi o semplicemente fastidiosi, con srrategie a basso
imparto ambienrale.

Tradizionalmente distobuiti in formulati che contengono, accanto a
seabilizzatori, spore miste a cristalli, | bioinsetticidi presentano tre tipi di
problemi:

® il primo puo rendmlmenrc essere considerato un vanraggio dal pun-
10 di vista dell'imparto ambientale dei erattamenti; e tossine i inattiva-
no rapidamente saa a causa dei dilavamenc dovuu alle piogge, sia per of-
ferto degli UV;

® il secondo ¢ dovuto all'intrinseca difficoled di distribuzione ¢ di perma-
nenza n?i ambienti acquatici, fatton importand per il tractamento del-
le larve dei ditteri;

® il terzo ¢ legato alle riserve sempre maggiori che si pongono all'immis-
sione indiscriminara di microrganismi nell' ambiente; una cosa ¢ immer-
tere le biotossine, un’altra immetzere le spore ¢ le biotossine.

Ma, a questo proposito, va ricordato che la maggior parte dei formulasi in
w0 sono ceppi isolati dalla natura ¢ solo pochi sono stati geneticamente
modificaci. Il primo e l'ultimo problema possono essere in parte agginti
introducendo i geni cry in microrganismi non sporigeni o addiritrura inat-
tivati.

Dal 1991 sono stari breverari prodorti quali il CellCap®; if tratmamento
in campa viene cifertuato con Preudomanas flworescens, transgenico per il
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¢ che consente di sintetizzare la proteina tossica Crys coleottericida o
idottericida, ottenuta nel corso delle fermentazioni industriali in grosse
inclusioni dentro il batterio, che & poi ucciso ¢ fissato, in modo da lasciare
ke inclusioni incapsulare ¢ protece dalla parete barterica. In quesro modo la
tossing, immessa senza forme barteriche vizall, risulta anche piu stabile.

La creazione di piante muTichc per vari geni ery da Bacillus quali
tabacco, cotone, patata e mais, che, 2 partire dal 1996, sono stari messi in
vendita per il mercato dei coltivatori, ha rappresentato 'ultimo degli
impieghi di “prodorti” da B. thuringiensis. Sona oltre 50 le specie vegerali
mono- o di-cotiledoni che possono essere trasformate con geni esogeni che
vengono mantenuti ed ereditati mendelianamente. | geni di B rhurin-
giensis sono seati in genere modificat per otrenere I'espressione ortimale in
un ambiente cellulare molta diverso: per esempio & stato adartato I'uso del
codice genetico dei geni ery a quello preferita dalla pianta. Risultad mol-
to positivi sono stan raggiunti in rabacco, cotone, patata, pioppo, riso ¢
naturalmente mais. In quest’ultimo vegetale ransgenico ¢ staro finalmen-
te possibile contenere efficacemente le infescazioni dovute alla piralide,
Oxstrinia nubilalis, particolarmente refractaria a qualunque trattamento
topica, sia con insetticidi di sintesi, sia con insetticidi biologici, a causa del
fatco che, dopo essersi nutrita dei germoghi, Ja larva di rerzo stadio scava
dei veri e propri tunnel negli seeli, dove si impupa, perfertamente protet-
2 da qualunque trattamento esterno.

Le aree mondiali coltivate con piante transgeniche che esprimano pro-
teine Cry sono in continuo aumento nonostante le reiterare campagne
anti OGM. Proprio per affrontare le numerose richieste dei movimenti
ambienralisti sono stati approfondiri ih studi sui potenziali efferti collate-
rali, quali la tossicitd su specie non bersaglio, o addirivura ualizzate in
strategie di lotra integrata, e la valurazione dell'insorgenza di resistenze,

uest ultimo essendo un problema da affrontare anche nel caso di urilizzo
ﬂci tradizionali formulati di cristalli ¢ spore. In generale, sia perché I'uso
delle piante transgeniche riduce di fateo limpiego di inserticidi di rurd i
tipi, s1a perché Pimpiego di formulati a base di insetticidi da Bacillus resta,
salvo rare eccezioni, comparibile con le strategie di lotta integraca, sia per-
ché non sono stati scientificamente provati cgui negativi nei confront di
insetti o di altre specie non dannose, questo tipo di applicazioni biotecno-
logiche di derivati da prodorei naturali resta un sertare d'dlezione nella
ricerca di nuove strategic basate su un controllo di tipo biologico delle
infestazioni.

4.8 ANTIBIOTICI PRODOTTI DA BACILLUS

Le diverse specie del genere Baciflss sono considerate tra le piit ricche fon-
ti naturali di molecole bioattive con artivita antibiotica. Le diverse cenci-
naia di isolaci narurali del solo B. rubreilis producono pit di 24 antibiorici
diversi, per struttura, modalitd di sintesi, attivitd, Mediamente un ceppo
di questa specic dedica il 4-5% del proprio genoma alla produzione dei
cosidderti metaboliti secondari, pit correttamente definiti metaboliti spe-
ciali, in particolare alla luce del farto che molto probabilmente prodorti
metabolici, che nelle condizioni di laborarorio appaiono fruto di anivi
metaboliche non essenziali, ¢ percio definite secondarie, possono invece
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Tabella 4.5 Antibiotici & metaboliti spediali da Baciius,

Furioooe

Antibatterico, inibisce

15 sirvtesi della pareto
Atibiotici ofigopeptidici Gramicdine, trodding Antbatternco, storfeeisce Breabaaluy brevs
Hinearl o adic poilmixing, colitive, oroubne con e attivita di membeana i
B. pabimusa
0. colstinus
B. circufans
Antibioticn peptidico basico Edeine Antibatterico, inibiice la Eoovlaciis brevis
formazione del compiessa '
i inizko sulle subunita piccola
: del ribosorme
Upopeptid| da sintesi Surtattina, Agenti surfattants {onche 8. subtiliy
non fibmemale bacillomicina B, par biorissnamenta), & Neheniforrms
fergiona, antDattaric, antivirali, B pamilus -
Tictwrmilng, antifunaini srtitumarali,
pumilaciding pocclesterolemic
Angibiotitl sminoghcosiditl  Complesso della bustiracing Artiblotice, iniizione 8 cirgalans
attivita ribosomal|
Antiiotic turina, Antibattericl, B subiy.
polarid, 1ipo polichatidi ditficidina, IMMUDCEODPresser, 8. anmyfabguefanions
bacitanne antitumorall
essere cruciali ¢ primari per la sopravvivenza di rizobatteri come Bucillus

che vivono, in presenza di molti competitori, nei complessi sistemi ecolo-
gici della rizosfera vegetale. Per lo stesso motivo altri important produtto-
ri di antibiotici sono Brevibacillus brevis, B. polymyxa, B. amyloliqueficiens,
B. licheniformis, B. cereus, B. civelans (vedi tab, 4.5).

La classe predominante di andbiotici prodoti da Bacillies & quella dei
peptidici che, sebbene composti da aminoacidi, moserano ruttavia scarsa
somiglianza con le carene polipeptidiche prodote dall'espressione di
sequenze geniche codificand. Infact, anche se prodotti per sintesi riboso-
miale, essi spesso subiscono molte modificazioni post-traduzionali, quali
acilazioni, metilazioni, glicosilazioni, racemizzazioni ¢ formazione di lega-
mi covalenti a gruppi funzionali assai diversi. Tra gli antibiotici sintetizza-
ti dall'apparato traduzionale, i pilt noti sono i lantibiotici, come la subti-
lina (peptide di 32 residui aminoacidici rappresentato in fig. 4.13a), carat-

. terizzata da legami tioetere tra diversi residui aminoacidici (sedi cap. 8 per
i dctuﬁli). La sublancina ha una scruttura ancora pis inconsueta, paiché
ha anche legami ponte disolfuro. [ lantibiotici agiscono conrre alrri Gram.-
positivi. | produrtori sono immuni ¢ percid resistono ai loro stessi prodot-
t antbiotici, in genere grazie a efficienti sistemi di esporrazione del tipo
degli ABC transporter, costituiti da proteine di membrana con dominio
di legame per ATP.

Una scconda categoria assai importante di antibiotici peptidici sono
quelli di sintesi non-ribosomiale attuata da enormi complessi multi enzi-
matici detti NRPS (veds cap. 8), peptide sintetasi non-ribosomiali, com-

sti da domini catalitici modulan riperitivi, che catalizzano, in ordine
E:n definico, ruri i passaggi biosintetici, dalla selezione alla condensazio-
ne ¢ catalisi del legame pepridico fra residui aminoacidici,

Tra ghi antibiotici octenuti per sintesi non ribosomiale vanno ricordati

. la bacitracina A, un dodecapepride prodoto da B licheniformis, simil-
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Figura 4.13

Alcuni antibiotici prodotti da Zacillus.
in a) un lantibiotica, la subtilina (X indica deidroalanina o deidrobutiring, B acdo r-aminobutirko). un lipopeptide,
la micosubtiling, e due pofichetidi, amicoumnacina e ditficidina.

in b) tre antibioticl NRPS da sintesi non ribosomiale; Grsg = gramiidina, TycB = tirodidina e bacitracina.
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Tabella 4.5 Antiblotici @ metaboliti spedall da Backius,

Spetin di Beilin

Atiblotus oligapeptidici
~ linear: o ciclic)

Antibiotico paptidico basico

Uipapeptidi da intesi
non rbozomale

Koo sinouicnddi

Antibioticl
polienicl, tipa poichetidi

Bacitracing Antibatterico, iniblce 8 dcheniformi

|3 srtas: delta parute {bacitracing A}
Gramicidine, trockdine ANtiDAttRnco, interferisce Brevibanilus hrevs -
polimisine, (olstine, ceodine  con fe attivita di membrana
B. paVimyizs
8 coNstinus
B creolans
Edoine Annbatterice, inibisea la Bevwibaciius brev
tomazione del complass ;
o mizio sullp ssbunith piccola
: del ribosome
Surfatting, Agenti surfattant {anche . subnlis
bacilomicina D. per Biansanamanta), A Sicheniformmis
tungicing, antbattericl, antivirall, & pumiius
lichwraing, antifungind, antitumarall,
pumilaciding lpocalesterolenict
- Complesso dells butirosine Antibotico, intizions & dradans
] attiviva ridavamali
. ':“MM : Antitattsricl B subaVs
diding, MMUrsoDRessorn, 2 amyloliguefarmns
bacillzene ancitumorall

essere cruciali ¢ primari J)u la sopravvivenza di rizobatteri come Bacillus
che vivono, in presenza di molti competitori, nei complessi sistemi ecolo-
gici della nzosfera vegetale. Per lo stesso motivo altr importanti produtes-
ri di ancibiotici sono Brevibacillus brevis, B, polymyxa, B. amyloliquefaciens,
B. licheniformis, B. cerews, B. circulans (ved tab, 4.5).

La classe predominante di ancibiorici prodotd da Bacillsy & quella dei
peptidici che, sebbene composti da aminoacidi, mostrano wuttavia scarsa
somiglianza con le catene polipepridiche prodose dall'espressione di
sequenze geniche codificant, Infact, anche se prodore per sintesi riboso-
miale, essi spesso subiscono molte medificazioni post-traduzionali, quali
acilazioni, metilazioni, glicosilazioni, racemizzazioni ¢ formazionc di lega-
mi covalenti a gruppi funzionali assai diversi. Tra gli antibiotici sintetizza-
1i dall'appararo tmcﬁlzionak. i piaa noti sono i lantbiotici, come la subti-
lina (pepride di 32 residui aminoacidici rappresentato in fig. 4.13a), carar-
terizzata da legami tioetere tra diversi residui aminoacidici (e cap. 8 per
1 decragli). La sublancina ha una steuttura ancora pilt inconsueta, poiché
ha anche legami ponte disolfuro, 1 lantibiotic agiscono contro altri Gram-
positivi. | produtrori seno immuni e percid resistono ai loro stessi prodot-
ti antibiotici, in genere grazie a cthicienn sistemi di esporeazione del tipo
degli ABC transporter, costituiti da proteine di mcmm con dominio
di legame per ATP,

Una seconda categoria assai imporante di antibiotici pepridici sono
quelli di sintesi non-ribosomiale attuata da enormi complessi multi enzi-
matici detti NRPS (eed? cap. 8), peptide sintecasi non-nbosomiali, com-
posti da domini catalitici modulan ripetitivi, che ctalizzano, in ordine
ben definito, turt i passaggi biosintenid, dalla selezione alla condensazio-
ne ¢ catalisi del legame pepridico fra residui aminoacidia.

Tra gh antibiotici ottenuri per sintesi non ribosomiale vanno rcordati

la bacitracina A, un dodecapeptide prodoto da B, licheniformis, simil-
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Figura 4.13
Alcuni antibiotic prodotti da

Bacillus. :
in a) un Lantibiotiza, la subtilina (X indica deidroalanina o deidrobutirina, B aoda o-aminobutirice). un lipopeptide,

la micosubitilina, e due polichetidi, amicoumadina e difficidina.
in b) tre antibiotici NRPS da sintesi non ribosomiale; Grs8 = gramikiding, TycB = tirocklina e badtradna,
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mente a gramicidina ¢ tirocidina (fig. 4.13b) prodote da Brevibacilius
brevis. La bacitracina A & un dodecapeptide, che domina il mercato com-
merciale degli antibiotici prodoeri da ﬁi&:. Un ceppo iperproduttore &
stato ottenuto dal trasferimento del cluster dei geni biosintetici in 8. wb-
tilfs, dove la conoscenza dei sistemi di regolazione, che governano la tran-
sizione alla sporificazione, consente di ortimizzare la sua produzione, tem-

ralmente controllata da diversi musrer r;gula:on di questo processo dif-

renziativo, La condensazione ai peptidi di un acido grasso p-idrossi o B-
amino, genera dei lipopeptidi amfiparici, come la snrgttina. il pitr poten-
te biosurfattante noto (con grosse potenzialita applicative nel campo del
biorisanamento) che ¢ perd anche un principio attivo antibarterico, anti-
virale ¢ antitumorale o[:c che i esterolemico. Analoga origine ha la
micosubtilina, rappresentata in figura 4.13a assieme ai geni codificanti la
sua NRPS, o gli antitungini fengicina ¢ iturina.

Dopo il sequenziamento del genoma del ceppo 168 di 8. subsilis, ina-
spettatamente si scopri che questo organismo dedica una buona parce del
suo genoma, il 2%, pari a 78,5 kbp, alla sintesi di composti polichetidici.
In realtd quel ceppo non ¢ in grado di produree questo tipo di antibiorici,
cosi come non & in grado di sintetizzare i lipopepridi surfattina « fengici-
na. Il motivo & dovuro al fano che nel corso della sua stabilizzazione come
ceppo di laboratorio ¢ delle muzagenesi, originariamente subite, ha perdu-
to E funzionalica del gene ﬂ la 4'-fosfopanteteinatransferasi, che
aggiunge il gruppo proseetico 'g;antctcina ai domini PCP delle NRP'S
¢ ACP delle PKS di tipo I {per i dettagli ved cap. 8}, Peculiare delle PKS
di Bacillus & Varchitettura detta mans-AT,

Sono stare individuate in diversi isolat namrali di B, subrilis, ad esem-
pio nel ceppo AL/3, atrivita antibarteriche dovute a molecole policheridi-
che. Il ceppo di B. amyloliquefiaciens FZB 42 possiede tre cluster genici per
PKS ed & in grado di sintetizzare difficidina (ved? fig. 4.13a) ¢ bacillacne.
Le amicoumacine sono prodotte da diversi ceppi di B. subrilis ¢ hanno
attivicd antinfiammatoria e antibatterica molro interessanti, in particolare
nei confrond delle infezioni da Helicobacter pilors,

Poiché in B. subrifis 1a conoscenza della regolazione dell'espressione
genica durante la fase di transizione ¢ stata molto approfondita, come pre-
cedentemente sortolineato, lo stesso ripo di scudi applicati alla regolazione
della produzione degli antbiotia quali subrilina, bacilisina, subtilosina e
naturalmente surfattina, ha messo in evidenza come anche questo tipo di
attivita metaboliche speciali sia sottoposto a un merwork di regolazione
ridondante, che coinvolge | master regulators che abbiamo visto controlla-
re la regolazione della produzione della subrilising o dell'o-amilasi, quali
Spo0A-P o", AbrB, ComP-A ¢ Com$.

4.9 ESPRESSIONE DI PROTEINE ETEROLOGHE
IN BACILLUS

I bassi costi dei terreni di fermentazione, assieme alla densicd cellulare ele-
vata ¢ il fateo che B. subtilis assieme a B, licheniformis sono utilizzati per la
produzione di additivi akimentari ¢ quindi considerati GRAS, rendona

uesti batteri candidati ideali anche per la produzione di proceine eterolo-
ghe a impiego farmaceutico, In particolare ¢ particolarmente utile ai fini
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produtivi e di purificazione il farro <he le proteine, se codificare da geni
corredati delle sequenze codificanti per i segnali di seceezione Sec o TAT,
o essere secrete e purificate dal terreno di colwra,

Rispetto all'espressione di proteine in £ colf ¢ nei Gram-negativi, 'e-
spressione nei Bacilli presenta qualche vantaggio: I'assenza di potenziali
contaminazioni da endotossine (i lipopepridi delle membrane esterne)
pitogene per uvomo ¢ animali, ¢ il fatto che le proteine secrete dai Gram-
positivi, ﬁruic all’ambiente meno riducente del terreno, possono assume-
re un folding corretto e rimanere in soluzione.

Nonostante quest vaneaggi, la produzione di proteine etesologhe in
Bactlius non ha portaro alla registrazione di prodotri a impiego farmaceu-
tico, a causa delia mancanza di vettori di espressione con promotori suf-
ficientemente potenti e controllabili, dell'instabilitd plasmidica legata ai
sistemi di replicazione a roiling circle, della presenza di proteasi ¢ della pro-
duzione di proteine con folding scorretto (vedi cap. 10),

Il primo problema ¢ stato nisolto con la messa a punto di un reperto-
rio pilt vario di promortori. Per esempio & stato messo 2 punto un promo-
tore ibrido P, che fonde le sequenze al 5" del bareriofago SPO1 di B.
mbreslis alla sequenza 3 del Py, comprensiva dell'operatore, in presenza del
gene lacl, in genese presente sullo steso plasmide ed espresso in maniera
costitutiva, Con IPTG 1-10 mM si ottience una induzione di 50 vole del-
la traserizione. Tuttavia, I'IPTG non pubd essere usato in applicazion: ad
uso alimentare o farmaceutico, limitando l'impicgo di questo tipo di pro-
motore. Un altro promotore inducibile ¢ il Pyyy, con il suo operatore, ma
privo delle sequenze per la repressione da catabolita, controllaro dalla pre-
senza dello xilosio ¢ 5 repressore codificato dal gene xplR, che viene por-
tato dallo stesso plasmide o da un plasmide a copie multiple (se il costrur-
to di espressione ¢ integrato nel cromosoma). In questo caso il livello d'in-
duzione & moderato, anche perché vi & un certo livello d'espressione basa-
le anche in assenza dello xilosio. E un sistema economico perché lo xilo-
sio, tra l'altro non tossico, costa poco. Anche il saccarosio, non tossico ¢
poco costoso, viene utilizzato per indurre il promorore P, controllato
positivamente da Degl ¢ Dq;(s.c che & tutravia un promotore debole,

L'instabilita plasmidica, sopratrutto legata ar sistemi di replicazione a
rolling circle, dipende anche dall'eccezionale ricombinogenicica di 8. sub-
tilis. Di conseguenza, molu costrutti di espressione possona essere integra-
ti nel cromosoma: in singola copia, per doppio crosing ever, in loci gene-
tici dove & facile verificarne la presenza, come il gene per la o-amilasi
amyE, o il gene lacA; oppure inizialmente in singola copia, mediante sin-
golo cussing ever, ma successivamenre amplificabili mediante selezione su
concentrazioni pi elevate dell’antibiotico per la cul resistenza ¢ stata sele-
zionata l'insegrazione.

A tale scopo sono stan crean divers vettori di integrazione, in genere
si trarea di shugrde, capaci di replicare in £. coli, ma non in B. subsilis, per
mancanza di un'origine di replicazione specifica o per presenza di una ori-
ﬁinc di replicazione rermosensibile. Essi sono caratterizzati dalla presenza

i regioni cromosomiche di 8. subrilis, anche molro ristrente (anche solo
100-200 bp), che dirigono l'integrazione in un sito ben definito, per
ricombinazione omologa recA dipendente. Uintegrazione ¢ selezionata pee
l'espressione di una resistenza a un antibiotico (erirromicina, cloramfeni-
colo, kanamicina o fleomicina), oppure incubando i bateeri trasformari
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Figura a.14
Schemi di integrazione nel cromosoma battarico.
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alla temperatura non permissiva. 1l modo con cui si integrano nel cromo-
soma & rappresentato in figuea 4.14,

Il gene eterologo per la 8-endotossina di B. thuringiensis & stato per
esempio integrato nel gene oneH del cromosoma di B subrilis e qui ampli-
ficato come mostrato in figura 4.15, consentendo a 8. subrilis di produrre
durante la sporificazione cristalli bipiramidali identici nispetto a quelli pro-
doeti nel batterio d'origine, divenendo percid wossico per i lepidortesi (vedi
anche fig. 4.6).

Il problema della stabilica plasmidica & stato affrontato anche con la
messa a punto di verton d'espressione come | pHOCMH, corredari dal
sistema di replicazione teta del plasmide pBS7 (isolato da ceppi di B. sub-
siliy maturali) repA dipendente, Eiditﬂjonalc simile a quello del cromoso-
ma stesso. Questi stessi tipi di plasmide possono essere corredari delie tre
tipologie di promerori descritte sopra.

1l problema legato alla presenza di proteasi, che degradano le proteine
clonate ¢ secrete da B. mbsilis, @ stato risolwo, come gia accennato, con la
costruzione di ceppi dedeti in serre dei geni per le maggioni proceasi (Farei-
vitd delle esoproteasi ¢ ridotta allo 0,15%), Buone rese neﬂ: produzione
dell'hGH (ormone della crescita umano) o dellhEGF (farrore di crescita
della pelle) sono state ottenute in B. &rewss, caratterizzavo da una produ-
zione di proreasi exreacellulas veramente ridorea,

Sono st costruit diversi verrori di espressione con la possibilica di
fondere la sequenza codificante la proteina di interesse al peptide segnale
per dirigeme la secrezione nel terreno: questo pud essere omtenuro crean-
do una proteina di fusione al peptide segnale della lipasi LipA, La protei-
na di fusione viene espressa e secrera, dopo il taglio da parte della peprida-
si del segnale, in un ceppo privo delle esoproteasi NprE ¢ AprE.

La produzione di proteine con folding scorretro, o pils esposte alle pro-
teasi assoctare alla parete, ¢ stata invece affrontata facendo co-esprimere la
foldase PesA, una lipoproteina legata alla superficie esterna della membra-

Figura 215
A sinktra lo schoma cha

rappresenta il costrutto
inserito per Sngolo crossing
over nel cromaosoma in outN
(barrato) per fare esprimere
in B, subtilis || gera criTAC?
{in bianco) di 8,
thuringiensis kwstaki KO73,
dopo integrazione e
amplificazione. Sono
indlicati | siti di taglio per
EcoR1, R, usati per digerire |
DNA cromosemici del ceppl
amplificati, fotografati a
destra, dove si evidenzieno
fe bande rigetute in 10
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genxhe e plasmidiche
amplificate. S tratta del
Ceppo i cut aristalli sono
fotografati in figura 4.6 {da
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453, riproguzione
autorizzata dagli Autor)),
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Tabella 4.6 Alcune proteine eterologhe, provenienti da diverse specie di 8aciffus o umane, espresse In B. subtils

w-amilasi
Proteas scaling
Protessl pars

Protesi newsra NprT
Proteasi neutra Npeh

Charatinasi
Perviciina aclas
Cry- 1404
QOrmane crecita

Intefaron-allal

Interleuching-1 beta

Attivatore tissutae

cel plasminogono TRA

Origine dal gene IMpEIoga) comment fvl.r-vrvU:l.n‘f;;"'l:'uziwrm
2 amplolquefacions €D5 Integrationy Comeodcmics Sewretn
8. fcheniformic €OS 7 CDS tusa Pasmide replicativa Secretal
C ’ 3 Integrazione cromosonica Wtraceliulane
G. stearothermophplus €05 Flasmide replicativa Seorets
B amploliquefacinns cos Flasmide replicathvo Secrota
M smpioiiquefacinns s Plasmide repiicathvo Secrnta
G stearothermophytus os Plasmidde repiicatne Secrety
A lichunifarmis A4/0-1 s Plasmide replicativo Seuota
8. megarerium (<23 Plasmycle replitatve Secreta
B thuringleni (=23 Integrazione cromosamics  Cristallo parasporale
W, saplevrs CDS DS fusa Plasics roplicativo ( Secretal
Integrazions cromasamica Intracefidare
. spler D% A0S fuss Plasmide replicativo Socretal
‘4 Intraceliviare
H sapiens DS XCDS fusa Plasmide replicstivo Secretal
Intracedivare
H sapions €S fush Plasmice replicstve Secreta
N sapions oS fuso Plasmide repliatve Secreta
H sapjers - s Plasmice replicative Intracaliidarn

na citoplasmarica, nel ceppo privo delle sette proteasi, WB600 e che espri-
me costitutivamente le chaperonine,

Lespressione nei vari vertori messi a punto in particolare per B. subti-
lis prevede un efhciente sistema di terminazione della trascrizione, per
esempio il rerminatore del gene #7pA e, nel caso in cui § intenda esprime-
re solo la CDS o un cDNA cucariotico, una cfficiente sequenza di ricono-
scimento SD ({Shine-Dalgarno) per il riconoscimento delltTRNA 168 del-
2 subunith piccola del ribosoma, richiesta in particolare da B, sbtilis, pro-
babilmente a causa della mancanza, net ribosomi di questo batterio, della
proteina ribosomiale S1.

Nonostante le difficolth sottolineare, molu dei problemi stanno tro-
vando una soluzione ¢ i risultat sono incoraggiant: nella tabella 4.6 sono
elencate alcune delle proreine eterologhe che sono state espresse con rela-
tivo successo in B, swbrilis; per la o-amilasi sono state ottenure rese di 1-3
g/, per la proinsulina 1 g/, per Vinterferone-alfa2 0,5-1 mg/l,
G\'applicazionc di Bacillus cui s & fareo cenno solo marginalmente in
questo capitolo & costituita dalla produzione di spore delle diverse specie,
principalmente per due scopi: come biodosimetri ¢ come probiotici. Que-
sto tipo di produzioni, e le tecnologie fermentative ad esse legate, stanno
recentemente diventando di pnrlic(:)?lm interesse per la pm.\ibifid di espri-
mere, sulla superficie delle spore di Bacilius ricombinanti, proteine chime-
riche di fusione a proteine’della tunica, che trastormano le spore stesse in
nanoparticelle vettrici di determinanti antigenici, enzimi o principi far-
macologicamente acrivi.
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L'uso delle spore di B subtilis ¢ B. srearothermophilus come biodosime-
tri ¢ storicamente lcf;no al foro impicgo nella valurazione dell’efficacia del-
le procedure di sterilizzazione e disinfezione (collaudo autoclavi, sterilizza-
zione con UV di reattori per la purificazione delle acque potabili, verifica
delle catene di sterilizzazione nelle tecnologie alimentasi), i recentemen-
te come dosimetri dell'esposizione ambiencale agli UV solari, grazie alla
conoscenza genetica ¢ molecolare delle loro risposte al danno da UV
(anche come dosimetri personali, per 12 valutazione del rischio occupazio-
nale individuale di esposizionc).

Pii1 controverso, anche se estremamente diffuso, I'impiego di spore di
B claussi, B. pumilus ¢, sorprendentemente, di B. cerews come probiotici,
nella nutrizione animale, nell'acquacoltura, nella nutrizione e profilassi
umana (contro la diarrea infantile) e in qualche paese, addirittura come
terapia. Dato che hanno una durata reoricamente infinita sono abirual-
mente commercializzati (per esempio, Enterogermina, a base di 8. dlansii,
Biosubtyl”" a base di B. cerews, Biosubtyl™" a base di B. pumitus) prepara-
ti con un titolo di 10" spore/ml. Paradossalmente, spore di B. cerews dello
stesso ceppo 1P 5832, che era stato bandito come probiotico per mangimi
animali dalla UE, nel 2004 erano ancora commercializzace in Portogallo
come Bacrisubnil,

La controversia deriva dal fatto che non & ben chiaro su quali basi si
fondino le proprieta probiotiche. Si ipotizzano proprieti immunomodu-
latorie, per stimolazione alla produzione di citochine per contatto con |
tessuti linfatici associati al tratto intestinale, proprietd di esclusione com-
pegitiva nei confronti di microrganismi patogeni, proprieta antimicrobi-
che ¢ antibiotiche dopo la germinazione ¢ la niproduzione delle cellule,
proprieth di incremento della disponibilica di nutrienti per l'animale ospi-
te (nellacquacoltura ¢ nell'allevamenco dei polli). Vi sono risultati scienti-
ficamente attendibili che dimostrano che le spore geeminano ¢ che posso-
no riprodursi colonizzando I'intestino di animali da esperimento, indu-
cendo immunostimolazione. Le specic impiegate sono in grado di produr-
re batteriocine in grado di contrastare soprattureo aleri Gram-posirivi, ma
nel caso particolare di B. ceress producono anche due enterotossine, Hbl
¢ Nhe, che sono considerate fattori di virulenza nelle forme di ayvelena-
mento alimentare causate da spore di questo batterio. Appare chiaro come
F'uso di quest probiotici nella profilasst ¢ terapia richieda un approfondi-
mento ¢ una regolamentazione pil chiara, anche alla luce delle porenziali
applicazioni di spore ricombinanti che ora vedremo.

Lespressione di proteine eterologhe in Bacillus poeri avere ulteriori cam-
pi di sviluppo a seguito delle ricerche e delle vecniche di surface spore Ji.;om
Messe a punto per esprimere, nel corso della sporificazione e collocare
superficie sporale, proteine di interesse, La parte pits esterna delle spore, le
tuniche, & costituita da un guscio laminare facro da circa 25-50 polipepeidi
diversi, che costituiscono dei protomeri capaci di ordinarsi in marrici che
costituiscono una strurtura dinamica, naruralmente caratterizzata anche da
propricta enzimatiche per poter percepire le variazioni ambientali che con-
sentono ka germinazione, Molto & noto sulla regolazione della sintesi di que-
ste progeine, interamente a carico della cellula madre durante la sporificazio-
ne e soreo il controllo del farrore trascrizionale o® ¢ dei regolatori GerE e
SpollID, e sulla morfogenesi delle tuniche in tre stran,

Sono gia state espresse con successo sulle tuniche delle spore di 8. sub-
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tilzs proteine di fusione tra il frammento altamente immunogenico della
tossind del tetano TTEC e CotB, una delle proteine presenti nello spesso
strato il esterno, oppure CotC, una delle proteine piir abbondanti nelle
tuniche, Le spore ricombinanti sono capaci di indurre una risposta immu-
nitaria nei confrond di dosi letali della wssina del tetano e sono quindi
prometrent; sistemi per la veicolazione di vaccini anche multivalent,

Conclusioni

Come abbiamo potuto valutare in questo capitolo, | batseri sporigeni del
genere Bacilius continuano ad essere veri ¢ propri “cavalli da battaglia” nel
campo delle fermentazioni microbiche. Questo in parce deeiva dal farco
che con essi si attuano tecnologie economiche consolidate ¢ addiricturs
tradizionali per la produzione di cibi come il natto o di bioinsetricidi 4
spettro di specificitd assai definito.

Poiché tra le suc specie si trovano barteri termofili o estremofili, che
vivono a temperature elevate, a pH estremi o in ambienti ad alta pressio-
ne osmotica, ¢ stato possibile isolare enzimi altamente scabili in condizio-
ni estreme di attiviea, adarri alle pia svariate ¢ competitive applicazioni
industriali.

Pur non essendo attualmente un ospire ideale per la produzione di
proteine eterologhe, lincremento delle conoscenze relativamente ai suoi
sistemi di secrezione e traslocazione porterd a un miglioramento delle sue
capacith produttive,

Non va inoltre dimenticaro che le sue specie sono atualmente produt-
tori competitivi di nuclentidi, vitamine, ribosio e additivi alimentar e far-
maceutici importanti quali Iacido poli y-glutammico.
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5.1 INTRODUZIONE

Il termine corrente di “lievito” indica in generale la specie pits diffusa e stu-
diata, cio# Saccharomyees cerevisiae, principale agente delle fermentazioni
alcoliche ¢ protagonista di mold fondamentali sviluppi delle conoscenze
genetiche ¢ biochimiche. Tuttavia i lievi costituiscono un raggruppamen-
to molto numeroso, caratterizzato da una notevole biodiversita, 1 cui rap-
prosentanti hanne colonizzato con successo habitat crerogenei grazie alYu
sviluppo di caratzeristiche biologiche molto diverse,

S. cerevisiae potrebbe forse essere considerato la pils anrica pianta col-
tivata. 1l suo impiego, benché inconsapevole, nella produzione di bevande
alcoliche accompagna, infacti, Iinizio dell'agricoltura ed & documentato
da testimonianze sumetiche ed egizie risaleat ad alcune migliaia di anni
prima di Crsto. Per il suo millenario uso nell‘alimentazione umana, S
cerevisiae viene oggl considerato un organismo GRAS, cioé Generally Reco-
gnized As Safe. E questa una definizione assai rilevante dal punto di vista
industriale in guanto indica che i prodoti orenuti da questo licvito,
incluse le proteine ricombinanti, possono essere consideran privi di pen-
colo per I'uso umano,

Altrettanto antico @ I'uso del lievito nella fermentazione panaria. Luso
di far lievirare la pasea di pane, cioe¢ di urilizzare la produzione di CO; per
ottenere pani a consistenza pit soffice ¢ gradevole, ha previsto anch'esso
l'impicgo di Saccharomyces cerevisiae come protagonista principale, oltre ad
aleri lieviti tra cul specie apparcenenti al genere Torudopsis ¢, in alcuni tipi
di preparazioni tradizionali, colture miste con lattobacilli, | quali condivi-
dono con i lieviti gli ambienti ¢ le condizioni di crescira.

Ueccezionale énum tecnologica del lievito presso e le civila
conosciute & stata all'inizio Jegata alla capacitd di fermentare lo zucchero
anche in presenza di ossigeno. Infarti S cerevisiae & dotato di una straoeds-
naria flessibilita metabolica basata sulla regolazione coordinata degli enzi-
mi che mediana il metabolismo fermentativo e respiratorio. E inoltre ecce-

| lieviti
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zionale [a sua resistenza all'alcol che ne fa oggi il pils importante candida-
to per la produzione biotecnologica di bioetanolo.

Accanto a queste peculiari proprieta meeaboliche, 8. cerevisiae si & rive-
lato un microrganismo moleo durrile, sia dal punto di vista della capacits
di crescere in terreni di coltura semplici od economici che per la partico-
lare facilich di manipolazione genetica. Esso ha rappresentato il primo
organismo cucariotico nel quale & stato passibile introdurre sostituzioni
geniche e studiarne gli effetti fenotipici, o introdurre e far esprimere geni
ceerologhi, La disponibilith di metodologie manipolative estremamente
efficaci ha giustificato la scelta di 5. cervuisiae come principale organismo
modello per lo studio del funzionamento delle cellule cucarioriche, al pun-
to che questo lievito & stato il primo eucariore il cui genoma & staro com-
pletamente sequenziato ¢ annotato,

5.1.1 Il lievito nella storia della Biologia

11 XIX secolo pud a ragione essere considerato il secolo della rivoluzione
scientifica ¢ ad esso si pud far risalice la nasciea di diverse scienze tea cui I
Chimica organica e la Microbiologia, Proprio lo studio della fermentazio-
ne alcolica, della conversione ciok di zuccheri in etanclo, forni agli scien-
ziati lo spunto per dibartiti serrati ¢ teoric innovative.

Nel 1812 il chimico francese Louis Gay-Lussac enuncid la fondamen-
tale relazione (CgH 1206 — 2C,HsOH + 2C0O,) la quale, escludendo I'in-
tervento di aleri fawori di origine biologica, sosteneva ur'interpreazione
tuea chimica della trasformazione dello zucchero in akeol etilico. Tale con-
vinzione era appoggiara dai grandi chimici dell'epoca che, nel fratrempo,
avevano conseguito nel 1828 il grande successo della sintesi a partire da
materiali inorganici di un composto organico, 'urca. Sull'onda di questo
risultato cccezionale per Pepoca, l'osservazione dell'accumulo di un sedi-
mento polverulento, il lievito appunto, sul fondo dei recipienti in cui era
avvenuta la fermentazione alcolica, veniva sottovalutata e questo sedimen-
to veniva considerato un sottoprodotio dells reazione senza reale impor-
tanza.

Al contrario, i biologi dell'epoca continuavano a sostenere I'importan-
23 essenziale del lievito nella fermentazione akolica, lievito che doveva
essere presente nei brodi di fermentazione (non vi si formava sponcanea-
mente) ¢ senza il quale la fermentazione non avveniva.

Com'e noto, la controversia fu risola nel 1860 da Louis Pasteur (che
st aggiudich con questo lavoro il premio bandito dall’Accademia delle
Scienze per chi aveebbe risolto il problema della generazione spontaneal
mediante I'impicgo dei famosi palloni a collo di cigno (fig. 5.1). In quel
periodo Pasteur conduceva alcuni studi sulle vasche di fermenrazione in
cui l'industriale M. Bigo produceva quells che noi oggi chiameremmo
“bioctanolo” da sughi di Efubabictola da zucchero. Pasteur sottopose a
bollitura gli infusi nei palloni a collo di cigno, nei quali il rientro dell’aria
dopo il riscaldamento non era accompagnata dal rientro dei “germi” in
uanto essi venivamo teattenutd dalle pareti del collo di cigno o da piceo-
Ii batuffoli di ovarea inseriti nel collo stesso.

| suoi esperimenti consentirono di formulare le seguenti affermazioni:

® gli infusi in cui sono assenti, in seguito a bollitura, i germi non i mo-
ihcano se i germi non sono reincrodorri;
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® s sono presenti o s s inoculano “lieviti alcolici” (S. cerevisiae, S. elli-
pevidews) si otiene la fermentazione alcolica. Se invece si sviluppano
welli che Pasteur chiamava “lievit lateici” (larcobacilli) si ottiene una
entazione lattica. In altri termini esiste una specificita per cui a mi-
crorganismi diversi corrispondono fermentazioni diverse;

® il lievito pud fermentare ¢ vivere senz'ana, esplicando la sua forza vitale.

Questultimo principio, essenziale nella concezione viralista di Pasteur,
doveva essere presto confutato dall’esperimento dei fratelli Buchner che
nel 1897 segnava la dara d'inizio della biochimica. Non ¢ l'integricd virale
della cellula del lievito ad avere la capacira di trasformase lo zucchero in
alcol, ma questa trasformazione pud essere effertuara anche da un estratto
awllul:ucji lievito ed  quindi dovura a cose che stanno dentro il lievito:
en-zymie, gli enzimi,

Da quest'importante osservazione scaturl un'intensa arcivica di ricerca
che oon%um‘l. agli inizi del XX secolo, al chiarimento delle varie tappe del
metabolismo degli zuccheri in 5. ceresisize ¢ alla dimostrazione della
sostanziale idennrd di rale metabolismo nell'omogenato di muscolo, Fu

uindi possibile studiare gli enzimi coinvolti ¢ cid fece del lievito, in pochi
lccnni. uno dei tipi cellulari meglio conosciuti dal punto di vista biochi-
mico.

Nel fractempo la produzione di birra era diventata un'industria impor-
tantissima in molti pacsi d'Europa € risultava quindi essenziale garantire la
conservazione della qualich, Agls inizi del XX secolo in Danimarca sorse il
laboratorio Carliberg, tuttora attivissimo, in cui si incominciarono a isola-
re le prime colture pure di Sacchavomyces cerevisiae carlsbergensis,

Da quel momento inizia la conoscenza della morfologia dei lieviti ¢ la
possibilica di disunguerli ¢ di classificarli.

5.2 CENNI DI MORFOLOGIA E TASSONOMIA DEL
LIEVITO

[ lieviti fanno parte dei funghi (veds cap. 6) ¢ possono essere definiti fun-
ghi in cui prevale la forma unicellulare. Inizialmente la definizione di lie-
vito si riferiva solo a funghi unicellulari capad di dividersi per gemmazio-
ne o per scissione binaria, ma oggi risulta chiaro che anche speae conside-
rate esclusivamente cellulani come §. cerewésiae possonio, in condizioni par-
ticolari, dar luogo a forme miceliari (vedi box 5.1)

Arruzlmente sono riconosciute e dassificate oltre 700 specie di lievito

¢ la tassonomia dei Lieviti ha avuto nel secolo scorso i sviluppi, basa-
ti infzialmente su caratteristiche morfologiche quali ia forma cellula,
delle spore, degli aschi, quindi su caravenstche fisiologiche ¢ colturali,

successivamente sullo studio dei cromosomi (karyoryping per elettrofore-
si l:uhm. veds box 5.2) ¢ pilt recentemente delle sequenze genomiche.
Vale la pena menzionare 2 questo punto come la rassonomia dei micror-
ganismi (setrore nel quale & l’ﬂ'icilc fissare criteri univoci, tanto che si han-
no spesso variazioni nella nomenclatura) & perd essenziale anche a fini bre-
vettuali, quando sia necessario brevettare un processo microbiologico,
basato sull’uso di un dererminato microrganismo.

Saccharomyces cerevisiae, come molti altri lievici di uso industriale, s
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Box 5.1 Forme miceliari del lieviti ¢ loro importanza

| termine lievito indica quei funghi in cui prevalgona le
forme unicellubari, Esistono tuttavia vare siruazion in
cui le cebule di lievito si aggregano a formare dei grappi
stabili, che sono chiaman pseudomiceli, o in almi casi
BCCUIRANG WA ST miceliare vers ¢ propriain cui le
cellude sono fuse 2 formare ife, come avwiene nei funghi
filamentasi. Esistono d'alera paree lieviti dimorfici, che
hanno un forma a lievito e una forma miceliare con una
tramsrione che spesso §i accompagna alla acquisizione di
patogeniciri.

Un Gso paracolarmente studiate & quello di Cands

agente di diverse diffuse infezioni delle mucose, di an
wno note forme 4 pueudomicelio (A b5.1a) ¢ forme in
cui i osserva la forma miceliare accompugnara dalla pre
senza di clamidospore, cioé spore vegetative dalla parece
spessa che sono considerate -fl.;:mxhc per b presenzs
Ji‘ Candada (Fig. b5.1h).

Limporuanza in patologia defle farme miceliar ha su
molato gli seudi su queste ultime ¢ §i & cost porato osser-
vare che anche lievini specificamente unicellubari come S
cevenisine possono acquisire b forma micdiace in alcune
condizion: mnriy.in-m‘i.

| da albicans, forse il pill imporante lievito parogeno,

b)

a)

Figura b5.1
a) Psaudomicelio di Candida albicans; b) micelic con damidospore, (Da Wolf, Nan Conventional Yeasts in
Biatechnofogy. Springer Verlag, 1996, p. 13),

riproduce per gemmazione, In questo tipo di riproduzione, che si puo
osservare nelle cellule rappresentate in figura 5.2, si osserva la comparsa di
una gemma, i genere a uno dei poli della cellula, che via via ingrandisce
e poi si stacca dando origine a una cellula figlia che risulta pits piccolz di
quella di partenza. Di conseguenza, nei lievit gemmanti (buz{rg"ﬂg yeasts)
come §. cerevisiae ¢ a differenza di quanto avviene nei bareeri, si pud
distinguere la cellula madre dalla cellula figlia. Nel punto in cui ¢ emersa
una gemma rimane infatt sulla cellula madre una cicarrice. Esaminando
le cicatrici si osserva che la gemmazione & multipolase ¢ il numero delle
cicarrici & un indice dell’eta della madre.

Nella microforografia elettronica di figura 5.2 si vedono, olere allz
gemma ¢ alla cicatnice, le strurture inteme della cellula, in pasticolare il
vacuolo ¢ i mitocondri, organelli a cui ¢ depurara la respirazione.

Un altro carartere morfologico imporeante, che si osserva anch'esso in
figura 5.2, & lo spessore della parcte cellulare. Tale parete & costituica per
oltre 50% da glucani, per il 2% da chitina ¢ per circa di 40% da manno-
proteine. La parete pubd essere digerita, come vedremo in seguito, da B-glu-
canasi di varia origine ¢ denominazione (f-glucanasi, ciroclicasi).
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Box 5.2 Identificarione del lieviti in base al cariotipo per elettroforesi pulsata

E possibile usare recniche di eletroforest palsaa per
determinare (| numero ¢ §e dimensioni dei cromosomi
{cariotipo} ¢ distinguere cost Je varie specie di lievi,
Infatt, il peafilo delle bande che idenrificana i vari cro-
mosami & spesso sufbcientemenie specifico perché si pos-
s usardo per riconoscere le specic in processs di fermenia-
wmone o in studi epidemiologici, Il canotipo &, ad esem-
i, Lkat0 per I'udcnnﬁcum!)c delle specie di lievien che s
swsseguono nel corso dela fermentazione vinaria

La procedura = base sully formazione di protoplasd,
che i outiene digerende la parere del lievito con zimolia-
si (frglucanasi, atoekicasi), ¢ lissndo quindi delicaramen

o) OFAGE Bletyroch
o || #
Elettrod|
b FIGE Hettrodo

|

Ekttrodo

Figura bS5.2a

Due divessi dispositivi per Felettroforesi pulsata.

Lo schema indica 1a posizione degli elettrodi o la
direzione delie frecce la polarita del campo elettrico
slternato. La durata deli“impuiso @ rappresentata dalla
lunghezza delle frecce. (Da Wolf, Non Conventional
reasts (n Blotechnology, Springer Vorlag, 1996, p. 102).

te be cellule in agarosio fuso, Quando 1 blocchern di aga-
rosio solidibcano, Ai soropoagone ad elettrefores FuF:
ta, in campo eleterico variabile (g, b5.2a) ¢ cid amplifica
le differenee di dimensiond tra @ vart cromosoma, [n hgu-
ra b5.2b & esemplificato il case della separazione dei cro-
mosomi di 8. cerrvisae che sono numierosi ¢ di piccole
dimensioni (da 0,3 a 1,6 Mb), che pub venire conlronia-
ta, variando be condizioni dell’elettroforesi, con i cromo-
wami, askik meno numernsi (tre) ma assal pit grandi (3-3
Mb} di Schvzasaccharomyces pomhe ¢ Trichosparen beigeli.

Un altro sistema di identificzrone @ basato sul con-
fronto da cosidderts RFLP [Rarriction Fragments Length
Fodymorphisms}, ciot 1 framment di restrizone ouwenu
dal DNA sintetizzato per PCR a partire da oligonucleoa-
di corrispondenti a sequenze ripeture fad cempio quelle
del trasposoae Tv), la cui poszone differisce nex vart cep-
i rispetio ai st di restrizione.

Flgura b5.2b

Risultato della separazione elettroforetica per
olettroforesi pulsata,

A smistrs cromesomi di 5. carevisize, A destra cromosomi
di tre diversi lieviti confrantati con quelli di 5. carewsiae
the appaiono nall'ultime “slot”, Le condiziors &
elettrotores! pulsata sono tall da evidenziare diversi
ambiti di risoluzione adatti 3 diffarenziare diverse
dimensioni dl cromesomi, Quasti sano evidenziati con
bromuro di etidio. (Da Wolf, Non Conventional Yeasts in
Riotachnology, Springer Verlag, 1996, p, 110).

Un altro asperto importante in cui interviene fa parete & Paggregazione
delle cellule che determina il fenomene della Hocculazione, cioe la formazio-
oe di aggregati di cellule che, pur conservando la Joro individualich, formano
dei “Bocculi” ¢ tendono a depositarsi sul fondo del recipiente. Tale fenome-
so & legato alla distribuzione delle cariche sulla superficie cellulare: le cariche
s loro volta sono dovute alle mannoproteine e la loro disposizione varia
durante le varie fasi della crescira. Alla hine della crescita in verreno liquido gh
aggregati di cellule s depositano sul fondo del recipiente. Esistono ceppi di
S eerevisiae pitt 0 meno focculent; ad esempio, il gene FLOTT codifica una
mannoproteina ¢ i suoi mutanti f2/ 7 hanno difert di flocculazione,
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Figura 5.2
Colluda di 5. corevisiae

durante la gemmazione.

Sulla cellula madre si
distinguono le cicatrici.
A sinistra: immagine al
microscopio a scansione
A destra: immagine al
microscoplo elettronico,

Un classico esempio dell'importanza del fenomena descrito SOpra i
asserva nella produzione di birra. La flocculazione & generalmente associa-
ta all'ingresso in fase stazionaria delle cellule di lievito e SCENa COnCreta-
mente la fine del processo di conversione del mosto di malto in birea in
quanto coincide con I'arresto del processo di fermentazione alcolica. E
quindi essenziale che la flocculazione avvenga al momento giusto del pro-
cesso di produzione della birra: se 'aggregazione si verifica TOPPO Presto,
il prodorto ottenuto avra un tasso alcolico troppo ridotto ¢ gli 2uccheri fer-
mentabili ancora presenti potranno causare instabilita microbiologica del-
la birra. Al contrario, se la flocculazione tarda, si potranno verificare dei
problemi nelle fasi successive del processo produttive a causa di una diffi-
cile chiarificazione del prodorro.

5.3 GENETICA E GENOMICA DI S. CEREVISIAE

[ lievitl esistenti in natura ¢ prevalenti nella fermeneazione del vine e del-
la birra sono in genere diploidi, ma possono anche essere tetraploidi e otea-
ploidi. Tuteavia il grande bakzo in avanti nello scudio della genetica ded lie-
vito & staro fatto quando in diversi laboratori sonao stati ottenuri e selezia-
nat ceppi di 5. cerevisiae aploidi. Ci si ¢ accorti allora che questi ceppi
potevano essere incrociati, alternando cidi aploidi e diploidi, come
mostrato in figura 5.3. La meiosi pud infarti avenire in vari momenti di
un ciclo diploide, in genere in condizioni di stress nutrizionale (ad esem-
Pio crescita su acetaro come unica fonee di carbonio) e di luogn alls for-
mazione di 4 spore racchiuse in una cellula modificata e trasformara in un
sacchetto che prende il nome di asco, da cui il termine Ascomiceti. Tali
spore aploidi si differenziano, tra gl alti caraweri ereditati in modo men-
cliano, a due a due per il tipo sessuale, o mating type, che in 8. cerevisiae
assumono il nome di tipi a 0 & Due lieviti aplo:di possono essere incro-
ciati se sono di maring type diversi, a seguito dell'espressione, nei due cep-
pi aploidi, di geni (MAT a ¢ MAT @ appunto}, che determinano la produ-
zione di fattori proteici, detti feromoni (a ¢ @), che agiscono sui recerrori
specifici che si trovano sulle superfici delle cellule di sesso opposto ¢ che
ne facilitano la fusione con formazione di uno zigote diploide.
E possibile seguire l2 genetica mendeliana dei vari cararreri studiati nei
lieviti con I'analisi delle teteadi di cui & riportato un esempio in hgura 5.4,
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Nella figura ci si rifenisce al caso di un ceppo aploide in cui & presente una
mutazione che ha inattivaro un gene necessario alla biosintesi di un ami-
noacido, provocando un'esigenza nutrizionale {auxotrofia), Tale ceppo
crescerd normalmente su terreno completo, mentre sard incapace di for-
mare colonie se piastrato su un terreno sintetico privo di aminoacidi {con-
dizione selettiva). Se il ceppo mutato viene incrociato con un ceppo wild
rype, prive della mutazione, si otterrd uno zigote diploide eterozigote per
la mutazione ¢ quindi capace di crescere in condizioni selettive, Se wle
zigote viene fatto sporulare, si osservera la formazione di un asco conte-
nente 4 ascospore, Mediante ['uso di une strumento, detto micromanipo-
latore, & possibile rompere I'involucro di ciascun asco ed estrarne le 4 asco-
spore, che possono essere appoggiate ordinatamente sulla superficie di una
PIASLIa CONTCNENTE terreno cﬁt tura agarizzato. Se la piastra conterra ter-
reno completo, turee le spore saranno in grade di germinare formando
colonie, mentre in condizioni selettve cresceranno solo le due spore che
hanno ereditato il gene wild sype, mentre quelle contenenti il gene mura-
to non germineranno perché presentano una carenza nutrizionale. [l rap-
porto 2:2 indica che il caratrere di auxotrofia in csame & determinato da
un solo gene. Se si incrociano invece due ceppi aploidi contenenti entram-
bi una mutazione, si pud analizzare il fenotipo causato dalla presenza ded-
le due mutazioni nella stessa cellula. Anche in questo caso le due mutazio-
ni potrebbero produrre un fenotipo di mancanza di crescita su terreno
minimo, ma il rapporto sarcbbe diverso da 2:2.

La facilita di queste tecniche di genetica formale spiega come mai nei
pochi decenni intercorsi tra gli inizi di questo studio negli anni cinquan-
1 e lo sviluppe delle recniche di sequenziamento del DNA negli anni

Figura 5.3
Cido vitale del Bevito S,
cergvisiae

Un aploide avente il tipo
sessuale a (cellule rosse) pud
avere un ciclo riproduttive
in fase aploide {1) e pud
essere Incroclato (2) con una
cellula aplicide ditipo
sessuale o (grigia). .

Le cellule diploidi risultanti
(rosso.grigie) postono dare
luago a un ciclo diploide (3),
In determinate condizion!
nutrizienall ha luogo a
meiosi & la formazione degll
aschi (4)

Figura 54

Dissezione e anakis| delle
tetradi dopo sporulazione di
In un ceppo diploide
ottenuto per mcrocio di un
aploide recante una
esigenza nutrizionale
(auxotrofia) con un aploide
wald type.

Su terreno minimo due spore
su quattro non possono
oresceTe & causs
dellesigenza nutrizicnale,
mentre il diplode, strisciato
sulla sinstra, resce bene @ le
spore che hanno ricevuto il
gene non mutato danno
origing, anche su terreno
minimo, a una colonia. In
altri termini, per agni serie &
4 spare {tetrad) appoggiate
wulls piastra verticalmente, i
vedrebbero 4 colonie su
LErreno Completo, ma per
repiia su terfeno menima,
come sl vede nella figura,
solo 2 danno origine a una
codonia,
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ottanta, il lievito S. cerevisine era gia diventato uno degli organismi cuca-
riotici meglio conosciuti dal punto di vista genetico, in cui centinaia o
geni erano stati mappati {cio¢ ne era stata dererminaea la collocazione spa-
ziale refarva) lungo i 16 cromosomi.

Tali cromosomi, di dimensione piir piccola di quelli presenti nella
maggior parte degli altri lievid, come si & accennato prima, possono esse-
re s ti e sequenziati individualmente,

mmo motivo il cromosoma I di lievito, della dimensione di 0.3
Mb, fu il primo cromosoma eucariotico ad essere sequenziato, La comple-
ta sequenza nucleotidica fu pubblicata sulla rivista Naswre nel 1992; segui
nel 1996 il sequenziamento dellintero genoma, che riveld una serie di
cararterissiche inaspersate. Le dimensiom del genoma erano di 12 Mb,
come atteso dalla somma delle singole dimensioni dei 16 cecomosomi, ma
esso risultava sorprendentemente molto compateo, nel senso che, a diffe-
renza di quanto avviene in altri genomi eucariotici, le regioni intergeniche
non s0n0 molto estese, € molti geni contengono solo una sequenza intro-
nica. Si poteva prevedere, in base alla presenza di ORF, F'esistenza di oltre
6000 geni, di cui olcre la meea risultava all'spoca sconosciuta,

Questo numero risultd all'inizio abbastanza stupefacente, consideran-
do che si riteneva che gl importanti studi genetici ¢ biochimici avessero
gia chiarico la or parte del patrimonio genetico del lievito, Apparve
poi chiaro che mo%ti geni erano ripetuti: non semplicemente duplicati, ma
ripetuti molte volee con sequenze simili {geni paraloghi). Una mappa di
zali geni diede un alrro risultato imprevisto. Esistevano sui 16 ctomosomi
(fig. 5.5) molte regioni aventi lo stesso ordine di geni (sinteniche) ripetu-
t in direzione diretta o inverss. La spiegazione pitt semplice e ormai
accettata ¢ che nella storiz dell'evoluzione di 5. cerewisiae vi sia stata una
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duplicazione dell'intero genoma, seguita dalla perdita di oltre il 90% dei
geni duplicati,

Attualmente sono state sequenziate oftre 13 sEecie di lievin, aventi o
no imporeanza induseriale, tea cui Kluyveromyces lactis, Yarrowia lipolityea
¢ altri, ed & quindi possibile fare uno studio evolutive di grande interesse.

Occarre infine ricordare che in alcune specie di lieviro, al contrario di
quanto osservato in cellule animali, sono stat trovan dei piccoli element
cxtra-cromosomali, a localizzazione generalmente nucleare, la cui cararte-
rizzazione ha consentito lo sviluppo di srumenti genetici per la manipo-
lazione delle cellule di lievito,

[l primo & un sistema composto di due clement costituiti da RNA 2
doppio flamento lincare, K1 ¢ K2, che codificano una tossina decta killer,
¢ il suo sistema di espressione, 11 sistema killer non & stato estesamente usa-
w0 nella manipolazione genetica del lievito, ma si ritiene che abbia impaor-
anza nella vinificazione, processo nel quale intervengono, in genere, le
popolazioni miste di lieviti che si srovano sull'uva. La tossina & infatti pro-
dotta da alcuni ceppi (K*) ed & tossica per alcuni altri (K7). Pud dunque
avere effetzo rilevante in una popolazione mista di lievid in cul siano pre-
senti ceppi K efo K7,

Assai pii rilevante nelle moderne biotecnologic industriali & il plasmi-
de circolare 2p, la cui struttura & riportata in figura 5.6. Questo plasmide,
cosi chiamato in conseguenza della sua dimensione, ¢ presente nelle cellu-
¢ in un numero abbastanza elevato di copie (circa 50); esso possiede un'o-
rigine di replicazione auronoma ed ¢ quindi capace di replicarsi ¢ di fun-
gere da vertore replicativo.

Questo plasmide sembra essere il prototipe di quello che & staro chia-
mato il DNA egoista. Codifica, infawn, solo per proteine coinvole nellau-
toconservazione ¢ non apporta ai ceppi che lo contengono (cir®) nessun
vantaggio apparente. Un alero asperto stupefacente riguarda il fatro che
plasnnﬁsli assat simili come strutturs ¢ come contenuto geniko, ma aventi
sequenze rotalmente diverse, sono presenti anche in alcune specie di K-
veromyces ¢ in alcune altre specie di lievid alofili del genere Z5
romyces, usati in Giappone per le fermentazioni in ambiente salino, ad
esempio quelle della soia.
ornando a 8. cereviiae, |l plasmide 2 ¢ stato ampiamente usato

BIREPY)
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Figura 5.6
Struttura del plasmide 2p di
S. cerevisiae.

Le frecce grigie indicano le
direzioni di trascrizione del
4 geni: 2 implicati nella

r apone (Rep? @ REP2),
1 {F1P) nefla ricombinazione
endomolecclare che pud
dar iuogo a due isomeri A e
B ¢ un quarto (D) a funzione
non thiara, ORI & STB sono
sequenze essenzlall che
determinano 'origine di
replicazione e la stabilita
plasmidica.
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come vettore per introdurre in lievito geni cterologhi, sia per scopi cono-
scitivi, sia per scopi industriali. E infacti possibile inserite in questo pla-
smide geni eterologhi ¢ costruire cosl vettori replicarivi in cui vengono
inserite anche “casserte” contenenti turd gli elementi necessari per 'espres-
sione di tale gene ¢ la secrezione del relativo prodotro (vedi cap, 10).

Va notaro che tutti i vettori di cui stiamo parlando sono vettori naver-
t@a, possono ciod replicarsi sia nel lievito ospire, sia in £, rol. Contengono
infarti un'origine di replicazione di E. coli ¢ un marcatore di selezione pes
E coli, necessari per poterli amplificare in £, coli, organismo in cui
numero di plasmidi per cellula pué essere elevatissimo.

I lievito . cerepisiae & ruttora il protagonisea di varie tecnologic mole-
colari che sfructano vari asperti della sua straordinaria manipolabilita gene-
tica.

5.4 GENETICA MOLECOLARE DEL LIEVITO

Fin dagli anni onania si sono andate sviluppando e perfezionando varie
tecniche di trasformazione del lievito che hanno reso estremamente facile
ed efficiente la genedca molecolare di S. cervisiae e che sono state poi
adateare ad altri lievin,

Per poter manipolare gencticamente un organismo, uno dei prerequi-
sici & la possibility ﬁmferite in esso materiale genetico ottenuto da meto-
diche di DNA ricombinante, Anche nel caso di §. cerevisiae, sono stari cla-
borati diversi protocolli sperimentali per otenere questo trasferimento di
materiale genetico, sempre basari sulla permeabilizzazione delle cellule,
ottenibile mediante diversi trattamenti.

® Un primo metodo & basato sulla digestione della parete cellulare con
P-glucanasi (citoelicasi) in presenza di uno seabilizzatore osmotico qua-
le il sorbitolo e aggiunta successiva di glicole polictilenico (PEG).

® Alternativamente possono essere usati sali di licio, sempre in presenza di
PEG.

® Un terzo metodo ¢ |'elettroporazione ed & basato sulls formazione tran-
siente di pori nel rivestimento cellulare del lievito indoreo dall'applica-
zione di torti scariche elettriche.

I diversi metodi possono avere efficienze diverse, espresse come numero di
trasformanti per pg di DNA plasmidico, a seconda del ceppo di lievieo uti-
lizzato, Di conseguenza il metodo da usare per la trasformazione sarh scel-
to di volaa in volta.

Accanto alla facilic di rasformazione delle cellule di S, cerevisiae, altre
caratteristiche particolarmente favorevoli hanno enormemente avvantag-
giato |a tica molecolare di questo lievito. Di particolare urilica si &
rivelara Tosservazione che il fenomeno della ricombinazione omologa
avviene in questo lievito con una frequenza assai piit alta di quanto avven-
ga in molti alusi lievin,

Per ricombinazione omologa si intende quel fenomeno genetico che
comporta Pappaiamento di sequenze nucleotidiche perferramente identi-
che, wa le quali si verifica un evento di crommg-over intermolecolare.

Un esempio di ricombinazione omologa con inserimento di un marca-
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rore di auxotroha ¢ mostrato in higura 5.7, pella quale & sintetizzato lo sche-
ma sperimentale detto gene targeting, o indirizzamento genico. 1l plasmi-
de contiene un gene che pud funzionare da marcatore di selezione (cioé un
gene che pud complementare una auxotrofia del ceppo ricevente ¢ consen-
tire la selezione, ciot la capacits di crescere su terreno minimo) per le cel-
lule di lievito crasformarte {in figura & mostraco il gene [/RAJ) ¢ una regio-
ne genica omologa a quella presente sul cromosoma. Ovviamente il vetto-
re contiene anche le sequenze necessarie alla sua replicazione e selezione in
cellule di Eicherichia coli. Una volta avvenuro il trasferimento in . eerevi-
siae, pubd avvenire un evento dcombinativo tra le due sequenze omologhe,
o luogo a in ione del plasmide nel genoma e duplicazione
sequenza bersaglio. Ulteriore conseguenza di cib ¢ 'integrazione anche del
marcatore URA3, per cui se la ricombinazione & avvenuta in un ceppo di
lievito omozigote per la mutazione w3, ¢ quindi incapace di crescere in
assenza di uracile addizionaro nel mezzo di colura, le cellule ricombinanti
saranno ora in grado di duplicarsi anche in terreno minimo. La probabilit
di ottenere un'integrazione di questo tipo aumenta di circa 10-1000 volte
se il DNA plasmizw viene linearizzato con un taglio nella sequenza ber-
saglio mediante idrolisi con un enzima di restrizione specifico.

Si pud quindi indirizzare un gene mutaro o inattivato mediante I'in-
serzione di una sequenza estranea esactamente al posto del corrispondente
gene selvatco.

Un secondo metodo per ottenere dei mutanti genomici di lievito & det-
10 gene replacement, o sostituzione genica, ed ¢ descrito in figura 5.8. Tale
metodica & basata su un doppio evento ricombinative ¢ consiste nell'intro-
durre nella cellula di lievito un frammento di DNA sintetizato i vitro ¢
contenente un gene che pud funzionare da marcatore di selezione (nello

’ Lingarizzare madiante
in unaio di
restriziona interno al gene

Figura 5.7
Schema sperimentale del
gene targeting.



138

5 » e FSEN U7E-B806.1 84582

Figura 5.8
Schema sperimentale del
gene replacoment,
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schema & presentato il ﬁcnc U/RA3), cui sono state aggiunte sequenze fian-
cheggianti eguali a quelle che si trovano ai terminali 5' ¢ 3' del gene che si
vuole inactivare. Un doppio evento ricombinativo portery poi il marcatore
di selezione 2 interrompere ¢ quindi a inattivare il gene in csame.

Una volta ouenuzo il gene replacement in un ceppo diploide, & possi-
bile studiare la sua funzione. Innanziturto, si induce il ceppo di lievieo a
sporulare, U'analisi del fenotipo dei ceppi aploidi che ne derivane fornisce
la prima imporeante informazione, c cioé se il gene inactivaro risulta essen-
nale la crescita microbica. In questo caso, infacei, dall'analisi delle
tetradi non saranno mai isolati coppi aploidi capaci di crescere in assenza
di uracile perché questo carattere & sempre associzto alla mucazione del
gene essenziale. Se, al conteario, il gene in analisi non & essenziale per la
cresciea, il ceppo aploide mutato potrd essere sottoposto a ulteriori carat-
wrizzazioni fenotipiche e funzionali per cercare di arrribuire al gene muea-
to una funzione.

Tur gli olere 6000 geniche compongono il genoma di 8. cerevisiae
0N stati SOOPost: a inartivazione genica mediante le tecniche preceden.
temente descritte ¢ sono quindi a disposizione della comunied scientifica
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delle complete “banche di deletanti”. Analogamente, sfruttando l'efficace
processo '.E trasposizione di un trasposone di S. cerevisiae, il trasposone Ty,
sono state ottenute delle “banche di trasposizione” nelle qual ¢ possibif;
studiare 'efferro di varie inserzioni di Ty in ciascun gene. La disponibilicy
di queste collezioni di mutant, combinate alle pili recend metodologic di
analisi funzionale, hanno consentito di analizzare a livello globale, ¢ non
pits relarivo al singolo gene, il funzionamenio cellulare contribuendo enor-
memente all’avanzamento delle nostre conoscenze sul funzionamento del-
le cellule encariotiche,

La completezza delle conoscenze su questo genoma e la sua facile
manipolabilith & stara ben presto arricchiea da un’analisi completa det pro-
dorti di trascrizione ¢ della loro variabilita in varie condizioni fisiologiche,
3uali ad esempio la sporificazione, la repressione da glucosio, le varazioni

i pressione osmotica. E infarti atrualmente possibile avere un’analisi assai
dcnafliam dell’espressione genica e della sua regolazione urilizzando recni-
che dette dei microarray. Una descrizione essenziale & riportata nel box

5.3. Obiettivo di queste analisi & la comprensione di quali sono i mecca-

Box 5.3 I trascrittoma di lievito

accennaro, da una notevolissima flessibilich metabolica
cut comspande un differente livello di espressione dei
i cainvole nelle diverse vie metaboliche che vengono
indocti o repressi con van meccanismi regolativi che zono
stati oggero di incenso stodio. A partire conascen-
2 acxquisite con il sequenaamento com ded lievito,
¢ stato possibile disparre di me n i sona con-
teaun turm gli olre 6000 geni nori. Questi @y vengo-
no generatl deponendo con un robae, su vetrini, fram-
menn di DNA, amplificazi per PCR, corrispondensi a
wicte le sequenze codificantd di Hevieo o, m alternativa,
:{z’i‘oﬂ nuchkeoridi ihci per ciascuna di esse. 1|
unlizza dei moduli organizéan con un certo nume-
ro di puntine disposte seconda una precssa geomerria, Le
puntine pescano volami fiesi dai vari campiani che rap-
presenrano le sequenze da apposite micropiaste ¢ [
depositano sul vari settori in cul & diviso il vetrino. Le
modali di consegna del liguida variano a seconda dei
madelli, Il verrine & generalmente pre-rrattato in moda
da potet legare covalentemente le sequenze di DNA sul-
la sua superficie. Segue un'accurata procedura di control-
Lo di qualicd che assicura che tutee le sequeniae saano cffer-
tivamente presentl sul vetrino nella guantitd previsea.
Un'interessante variante di quesio sc1|am genenale &
‘ quetla proposta da aloune case produterict {come PAfTy-
| metrix che 'ha messa 3 punto per prima) che sinterizza-
| DG un intera s:Teﬂori'u di sequenze oligonucleotidiche
| dircttamente su! vetrino, utilizzando una sincesi in fase
solida controllats da un processo che ricorda molw la
loolitografia per la stampa,
Una volea prodoati ¢ controllari, i verrini vengone sor-
:moni a ibridazione con i cCDNA retrotrascrin s partire
| BlI'RNA ¢ preparato da celfule in diverse con-
dinoai fsiologiche. La reaxione di retrotrascrizione viens
| condotta in presenza di nucleotidi marcat con fluorofoet
| calorati diverssmente per le diverse condizioni fisiolop

[ che da analizzare. | Auorofori pilr urilizzan & rale s
, pe COPO

Il Lievieo 8. censvisiar & caranterizeato, come sbbiameo g sona il Cyd & il Cy5, che emettono Buorsscenza nella lan-

w2z d'onda corrspondente al verde ¢ al rosso, nspern-
%mcme. Dopo l'ibzuiont. 1 veering, lavari accurama-
mente per diminare ke molecole delle sonde Huorcscenn
non sradate in medo specifico e asciugati, vengono lera
con uno scanner & laser in gradoe di ecoitare ¢ quantizzare
la Huorescenea emesss dai Auarofori. T confronto fra
segnali di ibridazione owenuti da clascuna sequenza codi-
ficante permette di valutare 'espressione di ogni singolo
gene nelle diverse condizioni. | dai vengono successiva-
mente chborac (sotirazione del background, noemalizza-
wione, filtri statissici) e mppresentati con colori virtuali m
moda che | livelli di espressione aumentari in una dars
candizione rispetto al contrallo vengano indicati da un
certo colore, in genere il rasso, quelli diminuia dal verde,
mct;uc il ners indica mancanza di differenza di espressio-
ne. | geni vengono ti graficamente a secon-
e ey s 2

min/\wcndk:l | SO0 raggruppati a
seconda di come dspondono agli stress india&gu inpglm. 1

vari gruppi di geni sano identihicari da kstere. G indic il |

i geni della glicolisi, lati in tute fe
f:monl mmbm i gc'ni ddlapaswfod ione ossidativa
e O quelli del cido del gliassitaco e degli acidi ericarbossi-
lici indorti dall'esaunimento del glucosio (diauia ¢ fase
starionaria), Un aspetto interessante che risulta dalka figu
ra & rappresentaro dallimporsante frazione del genoma
{ogni nga un gene), che risponde generica-
mente @ ot | ovan m: stress  mediante repressione
{venle gruppo F) o mediante induzione {rosso, gruppo ).

Queno approccio consente in pratica di valurare
risposta mrascrizionale di tunni § 6200 geni dedls cellula di
licvito, a stimoli ambientali, condizioni fisiologiche quali
b sporulzzione, o mutzioni. Al momento il lievito & pro-
babilmente il sistema in cui Papplicazione di quesie
metodiche & pils estesa, come dimostra i deposito pubbli.
co dei dati omenuri pressa lo Yeast Microarnay Glabal
Viewer (hupdfueansen prome.ens el yimpgvlindex php).
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nismi molecolari che consentono alle cellule di lievito di reagire al cambia-
mento delle condizioni ambientali riprogrammando finemente la trascri-
zione globale dei suoi geni.

Un'alera tecnologia molecolare possibile in lievito ¢ ampiamente usita
per comprendere ke interazioni tra proteine di qualsiasi origine & quella der-
ta del doppio ibrido, che sfrutta 'incerazione tra due proteine usate sispet-
tivamente come “esca” ¢ come “preda” in un sistema in cui b teascrizione di
un gene reporter viene attivara solo se linterazione ha luogo (vedi box 5.4).

Box 5.4 La metodologia del doppio Ibrido

[} cosidderto sistema def doppio ibrido & un metado assai
diffuso che ucilize b facilica della genetica molecolare del
lievita per in su saala genomica le interaziom wa
roceine di quaisias narura. il sisema, mppreseotto in
‘ﬁm b5.4, & basaro sul faro che i fanron di trascrizsone
determinano l'espressione dei geni regolandaone la tra-
scrivione conu:n%:no un dominso proteco apace di
legare il DNA al livello del promotore (DRD, per DNA
banding domain), & un dominio di attvaxione (AD,
Activution Demain) che attiva la RNA polimerasi dundo
inino alla raserizione del gene.

6 reatta dunque di costruire una proceing chimenica
anetita per fustone ez il DBD i un faccore ds mascri-
zione e dalla proceina X di cui vogliamo studiare l'intera-
zione con la prowina Y, Quest'altima & invece fuss con
AD.SeXeYi wcona nella cellula, s forma un ere-
rxclimern, avvic cosl fisicamente anche le porzioni
DBED ¢ AD e formando quindi un Futore trascrizione
funzsonale che powrd amivare un gene reporver di cui sia
bacile identibeare 'espressione. Ad csempio, l'espressiane

del gene LACT che codifica per b B-galarosidasi porrd
esvere identificasa dalla coloraxione bla dovura all'idrofisi
di un nicrofenil-galateoside.

La fusione AD-Y pub esere, antiché il prodoteo &
una sin pratana fusa con ADY, una collediane i
fusioni divens, dove Y sia un qualbsiasi elemento del pro-
woma di lievito. In questo caso & posshile pescare nella
geooteca di fusione e k protdne Y che interagiscono
con I dara proreina X. Lo stesso discono vale anche per

genoteche di X diversi che interagisconn con un Y exca,

Essrpio: )
__u.:z = Saggia colonmelnce (ubance) —’

Flgura b5.4

IV Schema del sistema del "doppio ibrido” descritto nel
tasto,

{Da httpchasaw wormboak rewww_biochemmaol

org/chapte:
biabiothemmolbio html, Vidal M, Legrain, P. (1955),
«¥east forward and reverse ‘'n'hybrid systemss, Nucleic |
Acids Res., 27, pp. 919-929 Walhout, AL, & Vidal, M
(2001), «High-throughput yeast two-hybeid asays for
large-scale grotein interaction mappings, Methods, 24,
pp. 297-306).

5.5 IL LEVITO COME MODELLO

Dara questa ricchezza di conoscenze, data |'esistenza, sopra menzionara, di
banche di deletanti ¢ di mutanci, daca I'efficienza delle tecniche che con-
sentono la trasformazione ¢ le ricombinazione omologa, il lievito vienc
spesso usato come organismo modello in cui & possibile studiare vari aspet-
t1 del funzionamento della celluls cucariotica,

Infatti, nonostante la distanza evolutiva, molti processi essenziali, dal
ciclo cellulare, alla risposea ai segnali, alla scruttura della cromarina, alla
biogenesi mitocondriale, sone basati sul funzionamento di proeeine che
hanno devata omologia con i corrispondent fattori umani,

Va inaltre to che oltre cento geni umani responsabili di gravi
malactie, coinvolti ad esempio nella genesi di vari tumori, o in malatcie
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neurodegenerative ¢ distrofie muscolari, hanno omoleghi in lievito ¢ se ne
pud quindi studiare il funzionamento in questo microrganismo pil sem-

lice. Valgano a chiarire questo punto due esempi di estremao interesse,
Elm delle pir frequentd malattie genetiche umane, la fibrosi cistica, pro-
duce un ispessimento del muco che riveste l'epitelio polmonare ¢ provoca
quindi frequenti gravi infezioni dell'apparato respiratorio, Essa & J:;vuta a
mutazioni in un gene (CF) che codifica una proteina di membrana che
regola I'equilibrio idrico salino delle cellule dell'epitelio polmonare. 11
gene omologo di lievito codifica per una proteina di membrana che fun-
ziona come pompa ionica ed & quindi possibile sfrurrare l'analogia delle
funzioni per studiare in lievito I'efferto delle mutazioni umane. Un'alua
grave malattia umana, l'atassia di Friedreich, ¢ dovura a mutazioni in un
gene il cui omologo in lievito codifica per una proteina mitocondriale
essenziale per la formazione net mitocondri dei nuclei a Fe/S della catena
respiratoria terminale. Lo studio degli effert della proteina alterata nei
mitocondri di lievito in diverse condizioni fisiologiche ha dato contributi
importanti alle studio della malattia umana.

5.6 ALTRI LIEVITI DI IMPORTANZA INDUSTRIALE

Gii all'inizio dello studio morfologico dertagliato dei lievit, nella prima
meta del XX secolo, | rassonomi identificarono ¢ classificarono centinaia
di specie di lievito. Nella clasificazione fu creato un gruppo eterogenco,
chiamato Candida, nel quale furono inseriti tutt i lievit privi di un ciclo
sessuale apparente. Come conseguenza di ¢id, man mano che seudi succes-
sivi ne chiarivano la correrta rmssonomia, numerosissimi lieviti sono passa-
ti dal genere Candida ad aleri genert,

Malti lieviti sono stats isolati in virtd del loro coinvolgimento in alcu-
ne preparazioni tradizionali (ad esempio, Sobizosaccharomyces pombe & uti-
le per la deacidificazione del vino in quanto degrada 'acido malico anche
net vini traran con SOy, sostanza 2 cui ¢ molwo resistente, veds par, 5.7),
ma fino a tempi relativamente recenti l'elevata resistenza all'alcol di § cere
visiae ne faceva il lievito industriale per eccellenza.

Con I'uso di lieviti per la produzione industriale di proteine etesolo-
ghe sono state sviluppate le conoscenze su alere specie che si sono dimo-
strate adatre per queste produzioni o per le quali risultava facilicato l'orre-
nimento di un breverro. E infart ormai molro difficile otrenere un brever-
to su S, cerewisiac sul quale da decenni sono stati concentrari gli studi e, di
conseguenza, le richieste di breverri.

Nelle pagine che seguono indicheremo 1 lieviti piit rilevant nel pano-
c?\ma della ricerca scientifica ¢ nelle modeme applicazioni biotecnologi-

c

Schizosaccharomyces pombe

Abbiamo accennato brevemente sopra a questo lievito la cui importanza
industriale & limitata, ma che ha avuto grande rilevanza come modello per
Io studio di molu processi biologici cellulari. Si trara di una specie dqncc.
come indicato nel nome, si divide non per gemmazione ma per fisione
binaria ¢ il cui ciclo cellulare ha dimostrato impressionanti somiglianze
con il ciclo cellulare umano. Dagli studi sul ciclo cellulare di questi lieviti
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sono scaturiti tali risulear scientifici che gl scienziai L. Hartwell, T. Hunt
e I! Nurse hanno meritato laenbuzione del premio Nobel conferitogh nel
2001,

Kluyveromyces lactis
Ls rassonomia di questo licvito del latre ¢ stata a lungo oggeno di accani-
te discussioni in quanto esistono varie specie di Kluyveromyces assai simil:
che possono avere applicazioni industriali se impiegate nella fermencazio-
ne del siero di latte — sottoprodotro a basso oostoctf:ll'industriz casearia -
per la produzione di bioetanolo o di biomassa.
haromyces cerevisiae & infarti incapace di utilizzare il lattosio in

uanto privo dei geni codiﬁcnnnﬁli enzimi richiesti per il suo uptake dal-
Fambiente ¢ il suo catabolismo. Al contrario K lactis cresce efficacemente
sul siero di latte in quanto contiene geni per ['utilizzazione del lattosio ¢
del galattosio ¢ Ia loro espressione & accuraramente regolata,

Da un punto di vista merabolico, K dactis viene considerato un lievito
pii “respiratoric” di S, cenevisiae, intendendo con ¢id che nonostante A
lactis sia in grado di effectuare la fermentazione aleolica, in condizioni di
anaerobiosi spinta, l'energia prodotta da questa via catabolica non ¢ suffi-
ciente a mantenere la crescita. Inoltre &i tratta di un ceppo insensibile alls
repressione da glucosio (vedi cap. 7). In questo lievito ¢ stato rinvenuto un
plasmide circolare, detto pKD1, strurturalmente simile al 2y di S ceres-
siae, che & stato utilizzato per mettere a punto un sistema di trasformazio-
ne molto efficiente, per cui Ko kacsis & stato largamente usato per la produ-
zione di proteine ricombinanti,

Pichia-Hansenula

Il genere Pichia-Hancenwla (si tende oggi a unificare 1 due generi, che pre-
sencano infarti caratteristiche molto simili) raggruppa numerose specie di
lievit ualizzati industrialmente a vari scopi, ma recentemente soprattutio
per la produzione di proteine ricombinanti. Spesso tali specie sono state
indicate nel tempo con nomi diversi: ad esempio una delle piit note e uri-
lizzate, Hamsemula polymorpha, € stata riclassificata recentemente come
Pichia angusta.

I due generi sono accomunati da due carateeristiche importanti: la
capacith di ceescere su idrocarburi linean come unica sorgente di carbonio
¢ la capaciti di utilizzare il metanolo (licvid metilotrofi). 1a prima carac-
teristica ha portato negli anni sertanta a un notevole sviluppo industriale
volto alla produzione di proteine a basso costo da biomasse (Single Cell
Proteins o SCP per alimentazione del bestiame) in seguito alla crescita di
questi lieviti su parathine, ciot su sortoprodorti del petrolio. In questo
ambito & stata sviluppata in Ucraina Probia guillermondsi, che peraltro ha
anche interesse per Eppwduziom di riboflavina (vitamina By).

Altra caratteristica industrialmente importante di questi lieviei & ka capa-
cied di raggiungere rapidamente in coloura liquida concentrazioni di biomas-
sa notevoli, Per fare un esempio, il lievito metlotrofo Pichia pastoris & staro
sviluppato dalla Phillips Pettoleum Company per produzione di SCP od &
stara octenuta una produzione di biomassa dell'ordine di 10 g/livo-ora: un
successo spettacolare dal punto di vista fermentativo. ma un risultato econo-
micamente deludente in quanto il costo finale di 5 doltari per libbra risulta-
va di almeno un ordine di grandezza superiore a quello della soia. Di conse-
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guenza la stessa compagnia ha riconvertto il suo interesse verso 'uso dello
stesso lievito per la produzione di proteine ricombinanti e questo sforzo &
sTato necompensato da un successo molto maggiore,

Questo lievito non & ben conosciuto geneticamente, in quanto la bassa
vitalica delle spore rende difficile I'analisi delle retradi. Esiste tutravia un
ortimo sistema di trasformazione basato soprattuteo sulla possibilica di sele-
ronare integrant multipli e di owenere un'elevata espressione dei geni ete-
rologht medsanie 'uso del promotore MOX (detwo anche AOX) meta-
nolo-ossidasi, Infatti, i lieviti metlotrofi, come appunto P partoris o H.
palymarpha, contengono quantiti praticamente inesistenti di questo enzima
quando crescono su glucosio; al contrario, in assenza di glucosio Maggiunta
di meranolo quale unica fonte di carbonio ed energia determina una forris-
uma induzione dell’espressione e produzione dell'ossidasi (lenzima chiave
dell'intero processo catabolico di utilizzazione del metanolo), al punto che
L sua concentrazione intracellulare arriva a rappresentare circa un terzo del-
ke proteine totali, Cid avviene mediante induzione da parte del metanolo
del promotore MOX, il cui uso per la produzione industriale di progeine
ererologhe ¢, come vedremo, di estremo interesse.

Yarrowia lipolytica
Anche questo lievito, precedentemente chiamato Candida h’aolyn'u, ¢ sta-
o oggetro di un grande interesse fin dagli anni sessanta per la sua capacita
& crescere su a-paraffine come sola fonte di carbonio; & inolure capace di
crescere su acidi organici, su vari polialcoli ¢ su metanolo. Fu dunque
ampiamente usato industrialmente per la produzione di SCP ¢ di acido
cunco, Gli studi che si svilupparono in seguito misero ben presto in evi-
denza che esisteva un ciclo sessuale con formazione di spore di maring
A ¢ B od era possibile Fanalisi delle terradi. La specie fu quindi ndassihca-
ta ¢, dopo numerost cambiamenti, & chiamata oggi Yarrowia fpolytica ed &
uno dei lieviti meglio conosciut dal punto di vista genetico ¢ fisiologico.
Fu poi messo a punto un sistema di trasformazione basato sull'uso di
vertori replicarivi contenentd un'origine di replicazione (ARS, Ausonomonsdy
Replicating Sequence) accoppiara a un centromero {CEN) o di vetori inte-
grativi che producono un'integrazione multipia
E inoltre ampiamente usato come sistema modello soprattutto per lo
studio dei sistemi di secrezione (veds oltre).

5.7 | LIEVITI NELLE PRODUZIONI INDUSTRIALI
ATTUALI

Nelle pagine che seguono non intendiamo certo elencare nel loro dettaglio
tutei i processi industriali basari sull'uso di lieviti, in quanto essi sono mol-
1o numerosi € | pill importanti sono stati niportati in altri capitoli (capp.
7 e 10), Vorremmo perd sorcolineare quali cararteristiche molecolari dei
lieviti hanno particolare importanza ai fini biotecnologici nell'ambito del-
le principali produzioni i‘:z)usrrinli.

5.7.1 La produzione di bevande alcoliche

Rappresentano oggi una realrd industriale di grande importanza, cararte-
rizzata dalla necessita di mantenere costante la qualics del prodorro, la
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quale dipende in parte dai lieviti usati, in parte dalle caratteristiche dei
gmsd, ¢cto¢ del mosto d'uva nel caso del vino ¢ del malto nel caso della
ifra.

Nel corse della vinificazione operano popolazioni di lieviti che si sus-
seguono come prevalenti nelle varie fasi della fermentazione: prima quelli
a lermentazione pit rapida, poi quelli piir resistenti all'alcol. Uevoluzione
delle popolazioni di lieviti comprende molte varieea di Sacoharomywer cere-
vistae (ellipsoidess, bayanus) come anche altri generi tra cui Schizasaceha-
romyees, Bretianomyces ¢ alun. Tale evoluzione influenza la produzione del-
le centinaia di composti, di cui molti non ancora identificati, che determi-
nano Iaroma del vino,

Nelle fasi finali delle fermentazion vinaric hanno naturalmente molea
importanza i tratamenti a cui il mosco in fermentazione & soteoposto, ad
esempio la solfitazione, che arresta la fermentazione alcolica ¢ g\:riscc i
lieviti resistenti al solfito, quale ad esempio Schizasaceharomyces pombe.

In cempi recenti si & sempre piir di l'uso degli starter, ciot lievit
liofilizzati, selezionati per le loro caratteristiche fermentative. Esistono pre-
parati che non cambiano sostanzialmente F'evoluzione delle popolazioni
naturali nel corso della vinificazione, ma ve ne sono ali che hanno avure
successo per la loro capacica di decerminare in larga misura le cararreristi-
che del prodorro.

La produzione di bevande alcoliche resta ancora una delle principali

roduzioni industriali che impiega S cerevisiae. La produzione di vini, di
&m e di bevande alcoliche tﬂlsx ate ¢ ormai divenrata una realtd indu-
striale in grande sviluppo basata sull'altissimo valore aggiunto, anche se
sussistono ancora important realt artigianali: ad esempio produzione di
birea nelle abbazie in Belgio.

5.7.2 Nuove ttive nella produzione
di bioe ano':»e

Per lungo tempo S. cerevisiae, con la sua clevara resistenza all’alcol, & stato
il protagonista della produzione di alcol industriale prevalentemente da
sughi o da melassi di barbabierola e di canna (ved? in proposito la estesa
trattazione nel cap. 7). Quando rurtavia & risuleato chiaro che la produzio-
ne di etanolo da ctilene, ¢ dunque per via petrolchimica, risultava pii con-
veniente, questa produzione & praticamente scomparsa. Ha continuaco 4
svolgersi soprattutto negli Stati Uniti, ma si eratrava di una produzione
sovvenzionara perché il processo non ers conveniente., Allo stesso tempo si
sviluppava la ricerca di nuove materic prime 2 basso costo e di ceppi di S.
cerevistae pils resistenti all’alcol, che consentissero la produzione (5; misce-
le idroalcoliche a gradazione pil elevata, riducendo cosi i costi economici
ed encrgenici della discillazione.

La ricerca di lieviti resistenti all’alcol risultava naruralmente assai diffi-
cile, essendo rale resistenza un carattere poligenico, determinaro da effert
sulla strurrura di molte proteine come pure sulla strurtura delle membra-
ne. Alcuni intervent tendevano anche a modificare il trasporto dell’alcol
attraverso la membrana, in modo da abbassame fa concenteazione intra-
cellulare, Turtavia i risultati sono stati fino ad oggi deludenti.

La ricerca si & volta anche ' identificare materic prime a basso costo o
addirirrura quelle di cui & costoso 'abbattimento. Ad esempio, per un cer-
to periodo & stata seriamente considerata la possibilicd di usare il siero di
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Ltte e K dacris. Molte di queste materie prime sono perd depenbili ¢ i pro-
blemi di conservazione e di trasporto diventano insolubili.

Tuteavia ucgli ultimi anni la situazione ¢ radicalmente cambiata ¢ I'in-
reresse anche di varie industrie, tra cui la Dutch/Shell ¢ la canadese
IOGEN per il bioetanolo, come anche per aleri biocombustibili (biodie-
wl, butanolo) ¢ diventato fortissimo. Infatti, tra i fattori importanti da
considerare, ¢'¢ la preoccupazione per I'effetro serra e per la necessita di
limicare le emissioni di CO; . Cuso dell'alcol come combustibile, gia svi-
luppato in Brasile, produce naturalmente anch'esso anidride carbonica,
ma questa non proviene dalle riserve del sottosuole, al contrario & staca
caprata dall'acmosfera ¢ trasformata in composti organici ad opera delle
piante: s rrarea quindi di un modo per ucilizzare I'energia solare. In aleri
rermini la combustione del bioetanolo ricicla I'anidride carbonica dell'at-
masfera invece di rilasciarvi carbonio fossile.

Come gia accennato, il Brasile, paese in cui @ gix largamente usaro I'e-
anolo per wrazione, ha accumulato notevolissima esperienza in questo
campo. La mareria prima, a basso costo in quel paese, & la canna da zuc-
chero, di cui viene anche intensamente studiato il miglioramento. Si cer-
ca attualmente di produrre piante transgeniche aventi pitt alto contenuto
ruecherino, maggiore produttivitd per etraro e maggiore longevitd ¢ resi-
stenza alle malattie. Per quanto riguarda le fermentazione ¢ in atto uno
spostamento verso gli impianti in continuo, cid che aumenta 'efficienza.
St calcola che dal 1978 al 2000 la resa in eranolo per ettaro & aumentata
del 3,5% all'anno ¢ che per prezzi del petrolio superiori a 50 dollari al
barile I'etanolo comincia a essere conveniente anche indipendentemente
dall'impatto sulle emissioni di anidride carbonica. Bisogna tener conto
tureavia che a rurc'oggi questi risulrat sono stati otenud solo in Brasile e,
se questa situazione non dovesse cambiare in futuro, questo sforzo verreh-
be vanificato dal costo cconomico ed energetico dei trasporti.

5.7.3 1 lieviti nella produzione di proteine
ricombinanti

[ lieviti sono spesso usati come ospiti nella produzione di proreine ricom-
binanti ¢ vogliamo qui ricorda::(ili aspetti che favoriscone molti di essi
nelia difficile scelra gdl'ospiu: (veds cap. 10).

Va ricordato innanzitutco il carartere di organismo GRAS di alcuni
lieviti, tra cui S, cerevisiar ¢ K. lactis. Cio implica che le procedure di puri-
ficazione ¢ di controllo richieste per la commercializzazione del prodotto
nicombinante possono essere pilt semplici e quindi meno costose.

Come abbiamo visto sopra, i vettori usari per I'introduzione dei geni
cterologhi possono essere replicativi, per le specie che contengono plasmi-
di endogeni, o, pii generalmente, integrativi. Nel primo caso si ha in
gencre un elevata numero di copie e quindi una maggiore produzione, nel
secondo caso un numero di copic limitato, ma una sabilith genetica mol-
to maggiore, Per costruire vettori replicativi in lieviti nei quali non sono
present plasmidi 51 possono utilizzare delle origini di replicazioni cromo-
somiche ARS (Aszonomensly Replicasing Sequences). | vertori ARS, turta-
via, Sono spesso assai poco stabili,

Lelemento della stabilita plasmidica ¢ di grande importanza perché in
condizioni industriali ¢ in pratica impossibile far uso di terreni selettivi.
Infart, i lieviti sono in genere insensibili agli antibiotici pitt comuni ¢
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quelli usaci per selezionare i rrasformanti in laboratorio, come la gentami-
ana, hanno un costo incompatibile con le dimensioni delle colture indu-
striali. Lo stesso discorso vale per i terreni minimi addizionari di aminoa-
aidi nel case dei marcaton nutrizionali. Nel caso dei lieviti in cui, come in
Pichia, si pud far uso solo di vertori integrativi, si cerca di otrenere un'in-
tegrazione multipla selezionando su alte concentrazioni di antibiotico i
ceppi trasforman che abbiano ricevuto piti copie di un vettore integrativo
recante la resistenza a quel determinato anubiotico come marcarore di
selezione.

Un altro aspetto importante a favore dell'uso di lievin del genere
Pichia-Ha & la loro insensibilita all’efferto Crabtree (veds cap. 7) ¢
la loro capacita di dar luogo a livelli essremamente elevari di biomassa.

Us alrro asperro decisivo ai fini della quanrind di proreina prodora &
la qualica delle cassette di espressione ¢ la disponibilica, nella specie pre-
scelta, di promotori forti ¢ inducibili, Uinducibilita ¢ essenziale in quan-
to il fine di produrre quantitd elevare della proteina cterologa di ineeresse
¢ contraddittorio con una buona crescita del lievito trasformato che spre-
ca materiali ed energia per la produzione di alte quanticd di una proteina
che non & in grado di utilizzare, E dunque molto conveniente indurre la
produzione della proteina eterologa solo verso la fine della crescira. Da
questo punto di vista il promotore MOX, che abbiamo citaro sopra, &
estremamente efficiente ed & stato largamente usato (ped? anche cap. 10},

Infine vi sono due aspetti importanti che devono essere presi in consi-
derazione nella scelta di un ospite lievito per la produzione di proteine ece-
rologhe.

Il primo & la secrezione: contrariamente a quanto avviene nei batteri,
il meccanismo della seceezione, che richiede molu i determinati in
lievito dai geni SEC, & ben noto ¢ abbastanza prrvcdibiic. Si usano quin-
di per la produzione di proteine che st vogliono far secernese nel mezzo,
vettori che, olre alle soiucnzc necessarie per far esprimere il gene di inte-
resse, contengono segnali di secrezione di lievito, oppurc della pro-
teina stessa. lurtavia §. cerevisiae non ¢ un buon organismo secretore:
secerne normalmente solo i feromoni ¢ la tossina killez, mentre altee pro-
teine restano nel periplasma. Sembra accertaro, da confrond effectuad con
lo stesso vertore di espressione, che la secrezione sia assa migliore in K
laceis. In tabella 5.1 riportiamo un confronto a questo proposito tra i due
lieviti,

Tabella 5.1 Secrezione di proteine ricombinanti in K. lactis e in S. cerevisise messi a confronto,
| promatari usati sono quelti dells fasfoglicerochinas! (PGK), [I-galattosidasi (LAC) @ di uno dei geni del metatolama
del galattosio (Gal?). | segnali di secrezione sono quelli dela tassina killer, del feromane a e il tegnale proprio della

flattogicbulina.

Origgine
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Un altro punto importante da renere in considerazione nel confronto tra
diversi lieviti & la glicosilazione. Com’ noto, molte proteine di mammifero
sono glicosilate e la glicosilazione & rilevante ai fini (ﬁlla loro funzione. Sac-
charomyces cerevisiae iperglicosila, ot attacea alla proteina prodotta e glico-
silata in corrispondenza dei segnali di glicosilazione, catene di polimannano
sccessivamente | ¢ ramificate. Si & cercato in vario modo di risolvere il
problema usando lieviti in cui non vi & iperglicosilazione o ricercando

mutanti di 8. cerevisiae in cui il problema risulta ridotto.
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Funghi filamentosi

I funghi sono organismi unici per le loro peculiari cararteristiche morfo-
logiche, genetiche ¢ fisiologiche; essi sono ubiquirtari, in grado di coloniz-
zare et gl ambienn natrali (suolo, acqua, aria), dove svolgono ruoli
fondamentali per il mantenimento degli equilibri degli ecosistemi.

Lenorme successo evolutivo dei funghi & restimoniato dall'elevato
numero di specie, dalla variet3 di nicchie ccologiche ¢ habitar occupau,
dalla capacici di instaurare simbiosi, principalmente con piante e animali,
¢ dalla capacita di sopravvivere in condizioni restrittive per la maggior par-
te degli altri organismi. In rermini di biodiversita, si stima che esistano cir-
ca 1,5 milioni di specie di funghi, ma le specie descritte sono tra 75000 ¢
120 000, pari circa al 5-8% di quelle complessivamente stimare.

Se consideriamo le diverse marrici, l'atia & un importante veicolo di
diffusione dei propaguli fungini (conidi, spore, ife), che rappresentanc la
componente principale del bioacrosol. Essi, infatti, possono costituire fino
al 97% della frazione I'M ¢ {particelle con diametro 1-10 pm) del parti-
colato amosferico, U'ambiente acquatico, sia marino sia d'acqua dolce, &
colonizzato stabilmente dai funghi, ma & il suolo che costituisce il princi-
pale habitar di questi organismi. All'interno di questa complessa ed etero-
genea matrice, 1 funghi si ritrovano in una molteplicich di nicchie ecologi-
che, dalle tundre artiche alle sabbie dei deserti africani.

T i funghi sono eterotrofi e si procurano la sostanza organica neces-
sana per il loro accrescimento attraverso tre diverse modaliti:

® saprofitismo;

® parassitismo (simbiosi patosista);

® simbiosi murualisea,

I funghi saprotrofi svolgono un ruolo fondamentale nella decomposizio-
ne della sostanza organica ¢, quindi, nel cido degli elementi, sia negli

ambienti narurali sia in quelli agrari, dove risultano essere 1 principali
organismi mincralizzatori, Essi sono in grado di degradare praticamente
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tutti i co ti organici, dal pils semplice, il metano, ai pia complessi
(cellulosa, cheratina, chitina, lignina ecc.). La spiccata capacita degradati-
va dei funghi nei confronti dei pils diversi substrati li rende tra i principa-
Ii agenti di biodeterioramento nei confront di tutti | manufatd dell'uomo
(tessuti, accessori in pelle, oggerti in legno, carta, pellicole fotografiche), di
molti derivari del perrolio (carburand ¢ lubrificant di vario genere) ¢,
ovviamente, di ttee le derrate alimentari destnate al consumo umazno o
animale. A questo proposito, vale la pena menzionare la capacica di nume-
rose specie di prarurm sostanze molto tossiche, note come micotossine.
che rappresentano uno degli aspetti pits rilevanti ¢ preoccupand delle con-
taminazioni alimenzari,

[ funghi parassiti soddisfano le loro esigenze nutrizionali a spese di
aleri organismi, con i quali vivono in associazione. E uno stile di vita che
spessa richiede adatramenti morfologici ¢/o fisiologici specifici, Numerosi

i parassiti di vegetali si ritrovano in turti i phyla e rappresentano i
principali {70-80%) patogeni delle piante, sia erbacee sia foreszali, causan-
do danni notevoli all'economia mondiale, Relativamente pochi funghi,
invece, sono in grada di actaccare 'vomo ¢ gli aleri animali a sangue cal-
do. Si tratta per lo pi di patogeni opportiimist, che vivono come sapro-
trofi in natura, ma che possono causare infezioni, soprattucto negli indivi-
dui immunodepressi, in seguito all'inalazione di spore o alla penetrazione
areraverso ferite. [l continuo incremento delle micosi registrato negli ulti-
mi anni & sicuramente da mettere in relazione sia all'aumento delle pato-
logie che comportano una compromissione del sistema immunitario (cir-
ca I'80% dei malati di AIDS muore in seguito 4 una polmonite causata dal
fungo Prewmocystis carind), sia al ricorso sempre pidt frequente di terapic
immunosoppressive in seguito a trapianti d'organo. Un elevaro numero di
funghi & poi in grado di parassitare numerosi organismi acquarici (pesci,
coralli) e terrestr (amebe, rotiferi, nematodi, insetti ¢ altre specie di fun-
ghi), svolgendo, quindi, un ruole importante nel mantenimento degli
equilibri g:lrl'c popolazioni naturali. Proprio questi funghi sono da tempo
studiat come possibili agenti di concrollo biologico nei confronti di
numerosi organtssmi parassiti di piante,

I funghi sono anche in di instaurare simbiosi mutualiste; tra

ueste hanno grandissima importanza per il nostro pianeta le simbiosi tra
nghi ¢ organismi forosintetizzand. | funghi, infar, crescendo in intima
associazione con le radici della maggior parte delle piante, sia erbacee sia
torestali, formano le cosidderte micorrize. Queste simbiosi hanno permes-
so la colonizzazione delle terre emerse da paree delle piante ¢ sono ancora
oggi indispensabili perché favoriscono la nutrizione delle piante, in parei-
colare l'assorbimento di fosforo e azoto, proteggono dalla presenza di
composti tossici (ad esempio metalli pesanti), migliorano il bilancio idni-
co e spesso forniscono un'utile barriera contro | eni dell'appararo
radicale. In simbiost con alghe o cianobatteri, i F::;: costituiscono |
licheni (di cui atrualmente sono note piis di 18000 specie), organismi in
grado di colonizzare alcuni degli ambienti pits estremi del nostro pianera.
Inoltre, sempre pil frequentemente, si scoprono piante che ospitano al
loro interno funghi endofiti che, almeno all'apparenza, non danneggiano
la pianta ¢, anzi, risultano particolarmente ulifi’l;aoiché producono sostan-
z¢ che inibiscono la predazione da parte degli erbivori, Numerase sono
anche le simbiosi mutualiste che si instaurano tra funghi ¢ animali, prin-
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cipalmente insert, a cui i funghi forniscono un'adeguata fonte di nutri-
mento ricevendo in cambio la disseminazione nei subscrati pits adard ed
esclusivi,

6.1 INQUADRAMENTO SISTEMATICO

L'idea che i funghi rappresentine un saxen distinto da piante ¢ animali
divenne universalmente accettata solo dopo il 1969, anno in cui Whit-
taker propose una dlassificazione in cui i funghi vennero inquadrat
come organismi chemoceterotroh, che si nutrono per assorbimento, con
caratteristiche morfo-fisiologiche che li differenziano dagli aluri eucario-
ti. In rabella 6.1 sono elencare le principali caracteristiche che distinguo-
no i funghi da piante, animali e cromisti. Nel regno det funghi sono oggi
inseriti cinque phyla: Chyridiomycora, Zygomycota. Glomeromycota,
Ascentycota ¢ Basidiomycota, e cui caratteristiche principali sono riassun-
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te nel Box 6.1. 1 funghi coinvolt nelle.pili importand applicazioni bio-
tecnologiche appartengono soprattutto a Zygomycota, Azwomycota ¢ Bast-
diomycota in Appendice).

6.2 CARATTERISTICHE MORFOLOGICHE DEI FUNGHI
FILAMENTOSI

I funghi sono organismi ewcarioti, chemoeterotrofi, generalmente dosati di
parete cellulare. Essi si nutrono per assorbimento in seguito all'azione di
enzimi litici extracellulan che degradano le molecole di carboidrar, lipidi e
proteine in molecole pils piccole ¢ pib facilmente assorbibili actraverso la
parete cellulare. Un numero limitato di funghi si presenta sotto forma di
cellule singole che si riproducono per gemmazione o per fissione (ad esem-
pio lieviti). La maggior parte dei fgcngzi presenta, invece, un tallo (un cor-

formato da cellule che non si differenziano in tessuti e organi ti e
g:n distint) filamentoso e multicellulare. 1 singoli filamenti sono chiamari
ife ¢ il loro insieme costruisce il micelio. Nei funghi pids evolun (ascomi-
ceti ¢ basidiomiceti), Je ife possono aggregarsi tra loro per produrre struttu-
re specializzare per la dispersione dei propaguli riproduttivi {corpi frutcife-
ri), per la tradocazione di nutrient (cordons miceliari e nzomorfe) o per la
formazione di strurmure di resistenza (sclerozi). Lifa & essenzialmente un
tubo, con diametro generalmente compreso tra 2 ¢ 30 pm (in media 5-10
pm), a crescita illimitara, delimitato da una parete rigida, contenente una
massa di protoplasma in movimento. Nei funghi meno evoluti (zigomice-
u) le ife sono generalmente larghe e prive di sett (ife cenocitiche, fig. 6.2,
anche in Appendice). Negli ascomiceti ¢ nei basidiomiced, le ife sono gene-
ralmente pilr sotrili ¢ presentano sere a intervalli regolan che suddividono
I'ifa in compartimenti contenenti uno o pitt nucles (ife settate, fig. 6.2).
Analisi ultrastrutrurali hanno dimostrato che nei funghi sono presenti dif-
ferenti tipi di serto, carateristici dei diverss gruppi.

Come gia anticipato, le ife sono circondate da una parete cellulare che
svolge diverse funzioni: determina la forma dell'ifa, e quindi anche il suo
accrescimento, rappresenta l'interfaccia con I"'ambiente esterno, mediando
Pinterazione con gli aleri organismi, e agisce come un filiro controllando,
almeno parzialmente, il Alusso di molecole in entrata ¢ in uscita artraverso
i pori della parete; inoltre, essa protegge dalla lisi osmotica, dalle radiazio-
ni, dal disscccamento o dalla degradazione ad opera di altri organismi ¢
pud rappresentare il sico di numerose awiviea enzimariche. La parete fun-

|

Figura 6.2
Micelic cenocitico di

Igomicete (a), micolio
:mlmdia::’u:uu(h}.
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Figurs &2

Rappresentazione

schematica dell”architettura s"n;"p:‘g' ;ﬁ:,g’ ,};3,&‘;‘;'“ Microttrile M chivna
:!!;'pmto collulare di polEaccand & giooprotns immess in ine

Fma ¢ una struttura dinamica che subisce continui cambiamenti durante
o sviluppo e la differenziazione miceliare, Fondamentalmence & costitnita
da uno scheletro di maceniale fibrillare, localizzato principalmente nells
porzione pilt interna, immerso in una matrice di materale amorfo che si
estende negli serad pils estemi. I componenti fibrillari sono principalmen-
te costituiri da chitina, un polimero lineare della 8-1,3 N-acenlglucosami-
na ¢ glucani, polimen ramificadi del glucosio con Jegami 1,3 ¢ p-1,6; la
,‘ matrice & in gran parte costituita da polisaccaridi solubili quali c-glucani
‘ e glicoproteine. Nella parete cellulare possono poi ritrovarsi, in limitate
qgmntiti. lipidi, melanine, polimeri deffa D-galarrosamina ¢ poliuronidi
(fg. 6.3).

Le ife possono allungarsi velocemente (fino a 40 pm al minuto in New-
raspori ertua) crescendo unicamente allapice, nella cosiddetta zona di
estensione, con un continuo flusso di protoplasma dalle porzioni pit disca-

Figura 6.4 li verso quelle apicali per apporrare il mareriale necessario per la crescita.
Rappresentazione Le ife contengono turn gli organuli tpici di una cellula cucarion (fig.
schematica di unifa 6.4). Immediatamente a ridosso della parete cellulare si ritrova la membra-
. na plasmatica, costituira da un doppio strate fosfolipidico associaro a pro-
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e ¢ steroli (lo sterola pitt abbondante nei funghi @ I’ rolo). Il
ruolo principale della membrana plasmatica ¢ quello di regolare I'assorbi-
‘mento ¢ il rilascio di mareniale, ma essa @ anche la sede di importanti enzi-
w quali chitina sintetasi ¢ glucano sintetasi (proteine integrali di mem-
brana), che riversano all'esterno le molecole nevsinterizzate necessarie per
L sintesi della parete cellulare; inolere, la membrana riveste un ruolo

portante nella trasduzione dei segnali. All'interno delle ife & presente un
' di secrezione costituito dal reticolo endoplasmatico, dalle vescico-
di trasporto e dall'apparato ded Golgi. Quest'ulumo, sebbene dal punto
 vista fgfuionnle sia simile a quello degli alen eucarion, nei funghi appa-
maolto semplificato dal punto di vista morfologico, essendo spesso com-
to da un'unica cisterna. Nelle ife si ritrova anche un sistema vacuolare
ulare molta dinamico, importante per la traslocazione bidirezionale dei
reriali, per accumulo di differenti molecole, per il riciclo dei metabo-
1 ¢ per la regolazione del pH cellulare,

Il citoscheletro & formato da microrubuli (circa 25 am in diametro)
tuiti da polimeri di tubuline, microfilamenti di actina (5-8 nm in dia-
ro), filamenti intermedi e proteine matrici. Il citoscheletro gioca un
lo imporantissimo nell'organizzzione ifale, costituendo un'incelasatu-

Infine, una peculiarith dei funghi ¢ rappresentata dal farro che, gene-
mente, le ife contengono un elevato numero di nudei. Nei miceli ceno-
aici, |+ nuclei sono distribuiri nel citoplasma delle ife in arciva crescira; nei
miceli regolarmente settati, i singoli comparrimenti ifali, in relazione alla
specie fungina, possono contenere uno, due o molti nuclei ¢ alcuni funfni
posseggono dei particolari meccanismi che assicurano la presenza di due
nuclel geneticamente compatibili in ogni compartimento ifale,
Molto spesso le ife contengono piit nuclei geneticamente diversi (ete-
‘tocariosi). Un micelio che ospita nuclei genenicamente diversi prende il
me di eterocarion, in opposizione Agﬁn;momﬁon che contengono,
mvece, un unico tipo di nuclet. Gli ererocarion si possono formare in
ito & una mutazione in un nucleo gid presente nell'ifa oppure in segui-
allo scambio di nuclei attraverso la fusione di ife comparibili {anasto-
1 ifale). LCeterocariost conferisce ai funghi una grande plasticied gene-
wa ¢ fenotipica utile non solo in natura, dove permette una rapida rispo-
alla pressione selettiva, ma anche per la selezione di ceppi da utilizzare
applicazioni biotecnologiche. ln.g:ti. la contemporanea presenza di
clei geneticamente diversi in grado di complementarsi conferisce a que-
st organismi aplowdi 1 vantaggi della diploidia.

6.3 ESIGENZE NUTRIZIONALI E PARAMETRI
' AMBIENTALI

’ I funghi sono i principali degradarori della sostanza organica presence in
| narura. Praticamente wirti | composti organici naturali possono essere
degradari da una o pili specic fungine in seguito alla produzione di una
grande varicta di enzimi, La stragrande maggioranza dei funghi ¢ in grado
di utilizzare mono o disaccaridi e molti funghi presentano un trasportato-
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re costitutivo per il glucosio che ne garantsce il ¢ ro preferenziale in

resenza di una misg::la di zuochcri.gl.a degradazimi poq;fnfﬂi ¢ vinco-
ata alla presenza degli opportuni enzimi idrolinici extracellulari ¢ numero-
si funghi sono in grado (rlp:rodum e secernere amilasi, lipasi e proteasi che
permettono loro di sfrurtace come substrati sostanze amidacee, ie
proteine. Un numero pit limitato di specie pud udlizzare come fonti di
carbonio sostanze pectiche, cellulose ed emicellulose. Infine, alcuni funghi
sono i principali d tori di polimeri naturali particolarmente com-
plessi e resistenti all'attacco microbico quali cheranina, chitina ¢ lignina.
Grazie all'elevaca aspecificita degli enzimi coinvolei nella degradazione del-
la lignina, i funghi possono attaccare anche numerosi composti xenobio-
tici aromarici o alifatici, compresi inquinant ambientali quali idrocarbu-
n policicdic aromand, policlorobifenili, pestcidi, diserbant. Queste
capacita degradative li rendono organismi di grande interesse per un
potenziale utilizzo nel biorisanamento ambientale,

I funghi non sono in grado di fissare ['azoto atmosferico, ma possono
utilizzare facilmence different fonti di 22010, Tui i funghi sono in grado di
assimilare gl aminoacidi e molti possono utilizzare anche ko ione ammonio
{(NH4*) o nitrato (NO;s7), 1l fosforo accumulato nelle ife sotto forma di
polifosfati, viene ricavato da numerose sostanze organiche atraverso la secre-
zione di fosfacasi, oppure arraverso ka solubilizzazione di fosfati inornganici
tramite la liberazione di acidi organici. Infine, i ﬁ.mg\:’:ichicdono numero-
si elementi, tra cui Fe, Cu, Mn, Zn, Ca, Mg, K, in concentrazioni (da
107 a 10~ M), che possono essere assorbiti ditestamente o tramite s libe-
razione di chelanti a elevass afhinita (ad esempio siderofors).

In termini di esigenze termiche, la maggior parte dei funghi sono
mesofili (con un limite inferiore per la crescita > 0 °C, un optimum tra 15
¢ 40 °C, ¢ un limite superiore per la crescita < 50 °C). Un limitato nume-
ro di specie fungine, grazie a particolari adattaments fisiologici (ad esem-
pio variando il rapporto tra grassi satun ¢ insaturi a livello delle membra-
ne cellulan, oppure accumulando crioprotettori nel citoplasma), & in gra-
do di accrescersi in intervalli di temperatura diversi. Questi funghi sono
considerati termofili (ad esempio Mucor michei, Rbizomucor pusillus,
Myceliophthora thermaphila, Thermomyces lanuginosus), quando presentano
un limite inferiore per la crescita > 20 °C, un eptintum tra 30 e 40 °C e
un limite superiore per la crescita < 65 °C, ¢ psicrofili {ad esempio Pens-
csillium spp., Cladosparium berbarum, Thamunidium elegans, Mucor {r)dt-
raphilus, Mucor strictus, Sclerotinia boreals), quando presentano un limite
inferiore per la crescia < 0 °C, un aptimum tra 0 ¢ 17 °C e un limire supe-
riore per f:crescitn < 20 *C.

Per quanto riguarda il pH, la maggior parte dei funghi @ in grado di
accrescersi in un intervallo piutrosto ampio, che va da 3 a 9, con optima
gencralmente compresi tra 5 ¢ 7. Numesasi funghi, tra cui aleuni rappre-
sentanti dei generi Aspergillus, Penicillium ¢ Fusarium, sono acido tolleran-
ti, capaci di crescere anche a pH 2, mentre ran sono 1 veri acidofili, come
Aconrium velasem, il cui oprimum di crescita & a pH 3. Meno numerosi
sembrano i funghi alcalofili (ad escmpio Fusarium oxysporsm ¢ Penicillium
variabile) che prediligono pH alcalini (10-11),

I funghi sono molto abili a tollerare lo stress idnco ¢ ad acerescersi in
presenza di attivitd dell'acqua molto basse, proibitive per la maggior parte
degli aleri organismi. Quest funghi osmofili ¢ xerofili (ad esempio Aspergil-
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lus 3pp., Evemmuticuss spp., Wisllemia sebi) sono in grado di colonizzare nicchie
coologiche ¢ substrati cararrerizzan dalla scarsa biodisponiblia di acqua o
dall’elevara pressione osmotica ¢ possono essere importanti agenti di biode-
terioramento di derrate alimentari, causando ingenti danni economici.
Quasi turti i funghi sono aerobi obbligati ¢ necessitano di ossigeno
almeno in alcane fasi del ciclo vitale. Mola ?:ili ¢ alcuni funghi filamen-
tosi (ad esempio Aspergillus fimegatns, Fusarium exysporun, Mucor hiema-
lis) sono aetoii facoltativi, in quanto riescono ad accrescersi in assenza di
ossigeno fermentando gl zuccheri, ma, ovviamente, in queste condizioni,
fa crescita risulta molto rallentara. Alcuni funghi acquatci (ad esempio
Agualinderella fermentans) sono fermentatori obbligad, in quanto privi di
mitocondri €/o citocromi. Essi sono in grado di crescere sia in presenza sia
in assenza di ossigeno, ma non compiono la respirazione. Esistono infine
alcuni funghi anaerobi obbligati che vivono nel rumine degli esbivon.

6.4 LA RIPRODUZIONE NEI FUNGHI

| funghi possono riprodursi actraverso due differend modalicd: la riprodu-
zione asessuale ¢ quella sessuale. In generale, la riproduzione asessuale ¢
importante per la%ifﬁuione della specie, mentre la riproduzione sessuale,
oltre a garantire la variabilita genetica, porta alla differenziazione di spore
di resistenza. Per molti funghi sono note entrambe le modalica (ralvolta
presenti contemporaneamente); per aleri non & nota la riproduzione ses-
suale (funghi mitosporici o deuteromiceti) ¢, per alcuni, non & nota nean-
che quella asessuale (miceli sterili).

La riproduzione asessuale & molto diffusa nei fungh:. Essa pud avveni-
re per semplice moltiplicazione vegetativa (frammentazione del micelio)
oppure attraverso la produzione di spore molto variabili in forma ¢ dimen-
sioni, che possono formarsi all'interne di uno sporangio (sporangiospore,
tipiche degli zigomiceti), oppure all'ssterno di ife o cellule conidiogene
specializzate (comidi, tipici di ascomicert e basidiomiceri).

La riproduzione sessuale nei funghi, cosi come negli aleri organismi,
implica la fusione di due nuclei compaibili ¢ avviene atcraverso ere distin-
te fasi: plasmogamia, cariogamia e meiosi. Le modalird con cui si verifica
I rl:umogamiz variano nei diversi phyla fungini. Nei funghi meno evolu-
i la cariogamia segue immediatamente alla plasmogamia, mentre negli
ascomiceti ¢ nei basidiomiceti i due nuclei aploidi non si fondono subito
a formare uno zigote, ma vanno incontro a divisioni sincrone formando
compartimenti ifali nei quali sono presenti due nuclei genericamente
diversi. La riproduzione sessuale culmina con la fusione dei due nuclei ¢
la formazione di uno zigote diploide che va incontro a meiosi formando
meiospore aploidi, cararceristiche di ogni phylum,

In molti funghi per i quali la riprost'x‘zionc sessuale non & nota o & mol-
[0 rara & stato scoperto un meccanismo alternativo, noto come ciclo para-
sessuale, che consiste nella possibilich di ricombinazione genica tra i nuclei
eterocariotici presenti in un micelio attraverso crossing-over mitotici. La
frequenza del cido parasessuale in natura non & nota, ma questo meccani-
smo & risultato molto importante per Ja micologsa industriale in quanto in
questo modo sono seati selezionari molri ceppi con combinazioni di carar-
reristiche desiderate.
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6.5 GENETICA E GENOMICA

| funghi sono considerati organismi modello per gli stud: di genetica clas-
sica, con caratteristiche uniche tra gli cucariori. A differenza delia mag-
gior parte degli eucarioti, sono organismi generalmente aploidi {so
alcuni lieviti sone diploidi e alcuni aliernano generazioni aploidi ¢ diploi-
di); sono facilmente coltivabili in laboratorio, dove crescone ¢ completa-
no il loro ciclo vitale in tempi relativamente brevi; data la natura aploide
del loro genoma, ¢ abbastanza facile ortenere ¢ selezionare mutanmn; gra-
zie al loro tipo di riproduzione sessuale, ¢ possibile studiare la segregazio-
ne ¢ la ricombinazione dei geni ¢ tur i prodot della meiosi sono facil-
mente individuabili nelle meiospore (importanti studi di genetica classi-
ca sono stati effercuad su Newrospora crassa); infine, atcraverso la produ-
zione di mitospore, & possibile mantenere popolazioni genericamente
uniformi.

Il genoma fungine & costruito da differenti componenti: geni cro-
mosomici, geni mitocondriali, plasmidi ed elementi genici mobili, ¢
geni virali. | cromosomi fungini sono generalmente piccoli ¢ altamente
condensati, sono presenti in numero variabile tra 3 ¢ 40, ma la maggior

rie dei funghi presenta un numero di cromosomi compreso tra 6 ¢ 16,
| genoma dex funghi filamentosi, sebbene pit grande di quello dei lie-
vitl (veds cap. 5), & ancora relativamente piccolo rispetto a quello degli
altri cucarioti: ad exempio | genomi di Schrzaphyllum commune ¢ di Eme-
ricella ridulans sono rispertivamente di circa 37 ¢ 28 Mb. Questo &
almeno in parte dovuto alla bassa percentuale di DNA ripecitivo (2-3%
in E, nidulans, 7% in 8. cemmune) ¢ alla scarss presenza di DNA non
codificante. Inoltre, nei funghi gli introni sono generalmente piceoli
(50-200 bp).

Nei numerosi mitocondri dei funghi @ presente una molecola circola-
re di DNA di dimensioni comprese tra 19 ¢ 121 kb, che codifica per alcu-
ni componenti della catena di trasporro degli elertroni, alcuni RNA strut-
turali dei ribosomi mirocondriali ¢ alcuni tRNA.

Nei funghi no essere presenti plasmidi sia lincari sia circolari, la
maggior parte dei quali risulta localizzara nei mirocondri. Ad oggi, nessu-
no dei plsmidi fungini ha funzioni nore. | trasposoni (elemenu genetici
presenti nei cromosomi in ﬁEado di spostarsi nel genoma) sembrano rela-
tivamente rari nei funghi ilamentoss,

Molti funghi sono costantemente colonizzati da virus, in particolare
nelle regioni pilt distali del micelio. Essi sono costituiti da particelle iso-
diametriche J: circa 25-50 nm di diametro contenenti RNA a doppia eli-
ca di dimensioni varizbili (3,5-10 kbp). I virus sono considerati a turti gli
efferti elementi residenti nei funghi, al pan di mitocondri ¢ geni nucleari,
¢ la loro trasmissione & possibile esclusivamente actraverso anastomosi ifa-
li oppure tramite iz produzione di spere. Il dsRNA virale pod essere
responsabile di malformazioni (ad esempio alterazione “La France™ del
fungo edule Agaricus isporus), di produzione di tossine killer (lieviei) o
dell'ipovirulenza del fungo patogeno Cryphonectria pararitica, agente ezio-
logico del cancro del castagno.

Relativamente pochi genomi di funghi filamentosi sono stati sequen-
ziati, 1l primo genoma completo di un fungo, N, crasa, & stato reso
disponibile nel 2003. Dal sequenziamenrto det genomi fungini & emerso




ISBN GTS-80-05-10436-2 6.5 Geralice & 9an0imka 159

che, a disperto delle ridotre dimensioni, essi contengono un numero ¢le-
vato di geni codificanti proteine (tab. 6.2). Inoltre, sono stati individua-
ti alcuni meccanismi di difesa del genoma sconosciut per gli aleri cuca-
rioti, quali | cosiddetti repeat-induced point mutation che prevengono
I'evoluzione del genoma, impedendo la duplicazione dei geni. Molwo
rimane ancora da chiarire sulla genomica fungina, dal momento che per
meno della metd dei geni annotari per M. crassa si & arrivati a una classi-
ficazione funzionale,

Gli stadi sulla genomica indicano che questi organismi presentano
un elevato numero di geni deputati alla produzione di meraboliti secon-
dari ¢ di enzimi idrolitici. Ad esempio, nel genoma di A miger CBS
513.88 sono stati ritrovati 17 geni codificanti per differenti peptide sin-
tetasi non ribosomali (vedi cap. 8) e 34 geni codificant per polichetide
sintasi (vedr cap. 8). [ geni convolti nclll:c:mmi di un daro metabolita

Tabella 6.2 Caratteristiche di slcuni genomi di funghi {dimensioni, numero di comoesomd e di genl putativi)
ed eventuall indirizz! Internat di riferimento,

Dvganisiog Dimensions Numero di Numero Database

Mb) cromasomy di gers
putativi
Aspergiliug Awomycota 32 8 10 000 wwntgromg
firmgatiy
Aspergilius Aswomycota: 39 3 vrmcbrasd mit edutannotationTungifinpergillus
Ngutang
Aspergiius Ascamycots 30 8 14 000 wwow.nchi.nlm,nih.gowsieslertrez 70b= geno
now mMMMTmWWM!
Aspergiilus Awamycota 37 8 12 000 wwhio.nite go pidoganAcroTop TGENOME_ID
oryzae e .
Corxlidda Awarmycods 16 B 6500 waw-sequence.stanford.edwqroupdcancicaindax.
afbicans hamit
Caprinut Bigdionyeota 36 1 13 300 vewan.brosd mit edwannotationfungicopein
aneeus Us_Cinacens
Fusanum Awomycota 36 4 12 000 wres brasd mit edidaneatationMungifusarium
Qraminearum
Fuspsivem Ascarmycoty 46 12 13 000 v braad mir.eduannotationTung s lum
vorticlaides
Magnapovthe Aworycota 40 7 12 500 wiwegenome wi,mit adulsnnotationtfungll
e magraperthe
Newroapoa Awomycota 40 7 11900 wave-genome wl mit edw'armatationtfungy
Tasa NEUrospors
mips.gsf.dedprojineuropsorad
Ascomycots 8 T30 preumocstis chmee. erg
cavinin ‘
Ahancrochacte Basdiommycota 30 10 nm waw il doe goviprogramstwhiterat btm
ehicipanum
Rhizopus ovyzae Iygormscts A0 5 17 497 wave broad mit aduansotationviung e
Sacchavomyces Awompceta 13 (3 6500 hittpimepa. gst dalpervelprojiyemer
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secondano sono generalmente organizzati in un cluster genico, In manie-
ra analoga a quanto ritrovato nei batteri, 1l sequenziamento del genoma
di A. oryzae ¢ di A niger, funghi ampiamente utilizzad per la produzione
di enzimi idrolitici, ﬁ: messo in evidenza la presenza di numerosi geni
codificanti per differend tipologie di idrolasi: per esempio, due c-amila-
si, quattro a-glucosidasi, almeno 20 B-glucosidasi ¢ xilosidasi, 5 pectina
metilesterasi, 19 poligalatturonasi, 15 pectoliasi e almeno 134 pepridasi
in A, oryzae. | geni codificanti per le pepridasi da soli rappresentane cir-
ca I'1% del genoma di questo fungo. Analogamente, nel genoma di A,
niger sono stati individuati geni che codificano per almeno 198 enzimi
proceolitici.

6.5.1 Trasformazione e manipolazione genica
Le prime trasformazioni di funghi flamencosi risalgono agli anni sertanca
quando, seppur con rese molto basse, si ottennero trasferimenti di DNA
cromosomico da ceppi wild-pype a ceppi mutant auxotrofi di N ensua,
Negli ultimi erent'anni, molti sforzi sono stati profusi nel mettere 2 pun-
to recniche sempre pin efficact per la trasformazione dei funghi filamento-
si (Box 6.2).

Nonostante la continua ricerca, |'efhicacia d'incorporazione ¢ gencral-
mente compresa tra 10 ¢ 100 trasformanti per microgrammo di DNA,

Box 6.2 Principali tecniche poer la trasformaziane dei funghi filamentosi

Traformazione mediata da PEG/CaCly. E il metodo
delezione utilizzato per la trasformarione di funghi fila-
mentosi. $i basa sull'omrenimento di protoplase in solu-
aone sotonica (gencralmente in uogrn'nm di sarbitalo
0,8-1,2 M) a re da ife, conidi 0 spore in seguite alla
digestioae parete cellulare tramive macele di enii-
et idrolirici (principalmente glucanasi e chigmasi) ogﬁ'-
giorno disponibili 10 commercio (Helicase®, Glusula-
s¢®, Zyn 100T®), Alla sospensione di protoplast
(5 = 10°-5 x 10” cellule) in soluzione sotonica, vienc
ageiungo il DNA verwore che viene internalizzato in pre-
senra di elevare concentrazioni di foni calcio (CaCly) e
di glicole poliedilenico (PEG). 1 protoplassi sona poi tra-
sferith su app:sﬂa(l tereeni di coltura che permertona
la selezione delle cellule trasformate. La frequenza di
wrasformazione, Goe il numero di prowoplasti in grado di
rigenerare cellule fungine virali, dotace di parete ceflula-
re ¢ contenenti il DNA tmsformanrte, vafa molto in
funzione dei prococalli ¢ degl organismi utilizzar, Seb-
bene questa tecnica sia efficace per alcuni funghi, essa
resenta delle limitazsoni, principalmente legate alla dif-
Emld di ottenere e rigenerare protoplasti di numerose
specie fungine ¢ all'impossibilia, in moki casi, di con-
sereare | proteplast. Negli ultimi anni sono statt quind
mesz 2 punte metodi alersanivi che non necessitano
della formaxiane di protoplassi, ma che a loro volia pas-
SONO presengane d:ll'c] limitazioni o pecessitano di parti-

colari attrezzarure,
ione: si basa sulla permeabilizzazione rever-

sibile delle membrane cellulan indotta da scariche deuriche
ad sho o (fino a 2500 Voit per alcuni millisecandi)
che causano b2 emporanea formunone di poe di 40-120

nm i diametro che, rimanendo apert per alcuni secondi,

consenrendo il trasferimenco del DNA vemtore af'inwrno
dedla cellub, t teenica @ oggighormo malo urilizzas
pud essere spphcata, olere che & protoplast, anche a conddi
0 spare germinanti, o con la parete cellulare indebalica dal
precamaments con enzimi lind.

Traformazione mediata da acetata di lido: ;u«n
procedura, messa a punte per Lo tasformazone i S prre-
weriar, & stata recentemente applicasa con successo a un
numero Limicaio & Fanghi Blamentosi (V. or, Copri-
vy amerews), Essa provede 'espasizions di conisdi 0 spoee

i zialDNKm:cinpmsmndimodili:io
iO.l M) ¢ i} successivo cratramento con elevate concensra-
rioni di PEG. Armlmente non & note il meccanismo con
cui gli toni det meralls alcalini favoriscano il passaggro &
DNA all'ivtemo delle cellule.

Trasformazione biolistica: prevede Tincorporazione
di DNA plasmideco all'inserno di cellule fungine intare
actraverso il bombardamento, ad alm veloor e sotto viso-
o, di conidi, spore o ife, con microparticelle di 0,1-30
pm di diametrs di rungsteno, oro o verro, ricoperee dal
DNA verore. Negli ulumi anai quesm tecnica & stat utl-
lizeata con successo per trasformare numercsi funghi fila.

mentos,
Trasformazsone mwdiata da taurm,
ciens: questa ecnica, inizialmente urilizzata per la erastor-
mazione delle paance, limpaego del battenio
Gram-negatvo A remiefaciens, 1) sistema si basa sull'azao-
ne sincronezata di due plasmicli in preenea di acctosirin-
gone. Questa proceduara, di facile 2pplicazione, sta su pro-
tophast, sia su cclluke intere, ¢ risultata efficace per un el
vato numero di funghi flamentost e presenta d non -
zzulr;gic vanrggio di poser tasferire grandi quanticarivi
1 DNA.
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Cid &, almeno in parte, dovuro all'azione di endonucleasi che digeriscono
il DNA esogeno. gaqﬂumdx necessario introdurre il DNA in un gran nume-
ro di copie, impiegando un vettore adarto, capace di autorcplicarsi nel
fungo. In questo modo, il DNA introdotto pud persistere fino a quando
non viene integrato nel genoma. | verrori urilizzan per la crasformazione
dei funghi possono essere disegnati per introdurre DINA che si vada a inte-
grare nel genoma dell’ospite o che venga mantenuto come plasmide. Con-
trariamente a quanto avviene nei lieviti, ¢ con ['ecoezione di pochi verto-
i, in grado di replicarsi autonomamente grazic alla presenza di sequenze
di replicazione autonoma, Ja maggior parte dei vertori urilizzati per tra-
sformare i funghi filamentosi si integra nel genoma. Lintegrazione del vet-
tore pud avvenire con tre differenti modalica: attraverso una ricombinazio-
ne omologa, un'integrazione ectopica o per sostituzione genica. I dpo di
integrazione & fortemente dipendente dalla specie fungina, dai protocolli
di trasformazione e dal tipo di vettore impiegato. Lintegrazione del vetto-
re nel genoma determina un’elevata stabilitd, ma anche un basso numero
di copie. Proprio allo scopo di aumentare la frequenza di ricombinazione,
pud essere utilizzata l'integrazione mediata da enzimi di restrizione; in
alternativa si pud urilizzare la icombinazione omologa indirizzando i ver-
tori verso sequenze presenti in elevato aumero di copie nel genoma funﬂ
no, come, ad esempio, le regioni codificanti per gli tRNA. Inolere,
momento che il livello di espressione di un gene esogeno & fortemente
condizionaro dal sito di integrazione nel genoma, negh ultimi anni sono
stati sviluppati metodi di integrazione sito-specifica che garantiscono una
buona espressione.

[ promotori piti frequentemente urilizzad sono alcuni promotori costi-
wutivi di A, nidulans quali mmpC e gpdA, oppure alcuni promotori inducibi-
li dalla presenza di eranolo (aleA di A. ni }, amide o maltosio (amy ¢
glaAin A, oryzae e A nidulans). Per verificare I"avwenura trasformazione si
possono utilizzare, come marcatori, geni che conferiscono resistenza a par-
ticolari antibiotici oppure genj che complementano muranti auxotrofi, ma
ovviamente il prereguisito essenziale in questo secondo caso & di avere a
disposizione gli appropriati mutanti. Infine, un terzo gruppe di marcato-
ri conferisce la capacich di crescere su particolari fonti di carbonio o azoto
normalmente non utlizzate, quali il gene amd$ di A, nidukens, che per-
merre di utilizzare acetamide o acrilamide come uniche fonti di azoto. Dal
momento che il consumo dell’acetamide ¢ proporzionale al numero di
copie di geni incorporati, questo sistema & anche moleo utile per selezio-
nare trastormanti che abbiano incorporato un elevato numero di copie del
vettore.

Neiil ultimi anni, numerosi passi avanti sono stati farti nelfapplica-
zione dell'ingegneria genetica ai funghi filamentosi per costruire ceppi
per particolari applicazioni biotecno ‘.’,i‘d“‘ I funghi filamenrosi sono,
infatti, particolarmente studiati come “fabbriche biologiche™ di molecole
utili, grazie alla loro capacita di accrescersi velocemente su mezzi di col-
rura poco costosi ¢ di secernere grandi quantitativi di proteine e metabe-
liti secondari nel mezzo di crescita. Queste proprietd sono state ampia-
mente sfruttate a livello industriale ¢ hanno portaro alla selezione di un
certo numero di specic fungine, molee delle quali considerate GRAS
(Generally R:gard:f:i? Saf) ¢ quindi utili per la sintesi di molecole per
uso umano. | funghi sono tra gli organismi pitt urilizzati per la produzio-
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ne di proteine crerologhe ricombinanti (veds cap. 10). Tra le specie mag-
giormente impiegate sono da ricordare Aspergilius miger, A. awamor, A.
oryzae, A, nidular, Trichoderma reesei, N. crassa, Fusarinm graminearum,
lf axysporum, Acvemonium chrysogenum, Tolypacladium geodes ¢ Penicil-
i
Tuttavia, la produzione di proteine cterologhe ¢ spesso limirata dal-
l'ancora scarsa conoscenza dei meccanismi genetici che regolano la secre-
rione nei funghi filamentosi e, in particolare, delle modifiche post tradu-
zionali che avvengona durante la via secretoria nei diversi comparri cel-
lulari, dove le molecole devono essere correttamente ripiegate, assembla-
te ¢ glicosilare,
no dei principali faton limitant la produzione di proteine & la
degradazione ad opera di proteasi intra- ed excracellulari. Per aumentare
la produzione si possono utilizzare mutanti con bassi livelli di proteasi,
ortenuti attraverso mutagenesi o distruzione genica, oppute si pud ridue-
re I'espressione di proteasi, ad esempio mediante brodi di colrura ricchi
di aminoacidi, elevare concentrazioni di NH " o variando il pH del mez-
zo. In aleuni casi, la resa secretoria pud essere migliorata aumentando i
livello di espressione di alcune chaperonine e foldasi (8:7 PDI, PPlasi,
cafnexina), attive nelle modificazioni post traduzionali ¢ nel trasporto
vescicolare, oppure ancora inducendo, a livello del reticolo endoplasma-
tico, espressione delle proteine coinvolee ncll'unfolded-protein respon-
ce (UPR). Un'alera stratefia per aumentare la produzione di proceine
eterologhe & quella di utilizzare la fusione genica, mediante la quale il
gene per la proteina di interesse viene fuso all'stwemial 37 di un gene
altamente espresso, come ad esempio quello codificante la glucoamilasi
di A siger e di A, awamari o la cellobioidrolasi di 7. reeses. Nella mag-
gior parte dei casi, il punto di fusione contiene la sequenza lisina-argini-
na, sico di raglio per la proreasi KEX2 che provvedera a separare le due
catene proteiche,

6.6 MICOLOGIA INDUSTRIALE: LE PRINCIPALI
APPLICAZIONI BIOTECNOLOGICHE DEI FUNGHI
FILAMENTOSI

[ funghi filamentosi occupano un ruolo di primo piano in numerosi sct-
tori industriali e ambientali. Olire che nell'industria alimentare, in cui
ceppi selezionad sono wdlizzat da lunghissimo tempo per impartire par-
ticolari aromi a formaggi ¢ insaccati o per produrre micoproteine (Box
6.3), rilevanu nsulano le applicazioni nelle biotecnologie induseriali per
la produzione di numerosi metaboliri primart (acidi organici, vitamine,
enzimi) ¢ secondari (anubiotic, immunosoppressori, ormoni, akealoidi
ecc.). In tabella 6.3 sono elencati alcuni tra i principali funghi filamento-
si impiegati nelle biowecnologic industriali che verranno trarcasi nella
restante parte di questo capitalo.

Nuovi sviluppi contemplano Fimpiego di funghi in numerose biotra-
sformazioni (veds cap, 9) e in diversi sereori delle biorecnologie ambienta-
li, quali ad esempio il biorisanamento di ambienti contaminati ¢ il con-
trollo biologico di organismi patogeni o infestanti.

Generalmente, i ceppi fungini uolizzar nelle biorecnologie industriali
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Tabella 6.3 Elenco del princpall funghi filamentosi & loro principall applicaziont nelle blotecnologs industriall,

Spece poncipaimonte utilizrate

Apphcanaont hiotecnologiche

A, choppogemary A fusidioides
A atuleatus, A. awamor, A. INger,
A oryziw A Sydowh, A terreut,
A versialar

8. trongniarty

i achxta

8. trispora

. cinereg

C acremonium

C prxpevns

C. parants

£ mbbpi, £ gosypii

E hrefoldianum

s cehicidh

G fukurol

N dnmotens

M. pevporens, M. arber

M. alpinn, M, elcogata

M. arcinplioides, M. hiemaks
N crass

N niveotomentass

0. sulphureoochracsum

P aptadraspor s
thmrdmgmm

P grieoduivam,
amzwmaw
£ raistrick¥

LR

# mutifu, B pasyeckenanuy
# cinnabarinus

R rrieti. R posiius

R algosparus R aryzae

S araneoss

T fanuginasar

T infiatom

T. wevsicoiar

T. recsel T wride
U ramanniang

Produziane di antiiotei

Produzione di acidi ceganid, enzin'l. antibietici, antifunging,
ipecalestercinmic, sspressone dl proténe steraloghe

Produzione di antiotici 1
Riocanmversioni per prochuzions di seomi

Produzone di wiamine

Praduzions di Stormond

Produmsane di antiiotic

Produzians di alcaoidi wgotid

Produzione di enzimé

Produziane di vitemine

Produziane di antdungini o ivmuncsoparnesion

Produzione di pigment!

Produsione di fitormend

Produzone di eszimi

Produnone di plgmenti ¢ ipocnlestarolomisl

Biocorvenions in campo farmaceutico e produzione di vitamine
Produzions di eralmi o bloconvarsion: i campo famaaceutica
Biocorvernsion in campo farmateutico .
Produzione & aromi

Predunone di erzim|

Prechizione di artifungird

Proczione o antibiotid, immuncscparessor, aunungm
vitasine ¢ pigmants

Procaicns & enzim|

Procuzione ot antibloticl

Prodzionc of enzim|

Procuzione di erziml

Produzions di onzimi ¢ acich organid, biocomeesoni in tampo
Larmaceutico

Produzione di anittungmni

Proguzions di enzeal

Produzione di Immunoscoppressort

Produziane di engrm

Produziona di enziny

Riccormersion: in campa farmaceutico, produzione di antibioticl o
vitamino

derivano da accurati processi di selezione (vedi cap, 15). Il primo ¢ pit
noto csempio di programma di miglioramento di un ceppo fungino ¢
quello intrapreso su Pexicillium chrysogenuns per la produzione di penicil-

lina (veds cap. 1).
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8ox 6.3 Le micoproteine

I microrganismi sono utilizzad dall'vomo fin dall'anti-
 chitd per la irasformazione di alimenti ¢, a parvire dall's-
nizio & secolo scoco, in seguito all'zumento dei
si di fermentazione indastriale, si & diffuso Puso delle bio-
iasse stesse come alimento per gli animali ¢ per I'nvoma,
Tuccavia, gli enormi sviluppi nef campo dell agricolours ¢
I'ehevata disponibilicd di alimenti di origine vegetale a bas-
%0 costo rendono oﬁi le biomasse microbiche poco com-
penitive nel settore alimentare e limitate a wea nicchia di
MEratn ante prodoeti dieterici ¢ con specifiche
Giracteristiche nucrizionali.

1 o piis noro & guello ded Quom ™, un prodotio
in commercio dal 1985, soprattutto nei pacsd
ni, costituizo dal micelio di Fsrium eenemanem. Le prin-
cipali caraneristiche nutrizonali dd Quorn™ wano un
elevago contenuco di proteine e di fibre ¢ un basso conte-

nuto in 5 inolue, il Quoen™, in to alimenta di
ongine ing, ¢ prave di colesterodo (redi eabella).
La nacura filamentosa d&d fungo f s che il prodotto

finale assuma un aspetto fbross, moleo simile alla carne;

inoltn:hd paste delicaco ¢ il colore chiaro rendane il
Quorn™ sdato all'aggiunia di sromi e colorant per
migliorarne l'nppeu‘bim
] ﬁm? ogg! urilizzato per produrre il Quorn™ & sa-
1 seelto dopo un lungo processo di screening duraro 3
anni. condotto su pid di 3000 ceppi fungini, Alcuni dei
criten che hanno portato alla scelia di F vemenatwm sone
hupociﬂdicmuwmnm!ishmdahmdigh-
cosio 0 amda, Iassenza di micotossine e un gusto grade-
vole al palato. E da soccolineare, nuvavia, che in partica-
lani candizioni colturali, die non sonn quelle uriliezre
per la produzione del Quom™, aleri i di £ venena-
fwm passono produne micotvssine del tipo des ericotece-
ai. Un altro aspecto relativo alla sicurezza di questo pro-
docto & Fefevato contenuzo di RNA dellz hiomassa 8)"6
g:mlpmo). davuto all'intensa crescita del microrganismo,
ale quantia di RNA & tossica per ['uomo e questo
inconveniente vieie oviato con un trattamentn termico
che sipora || contenuto di RNA af dii soro dell'1% |

pesai pesd,

Carntterlstiche nutrizionali det Quoen™ (ualari per 100 g di pom)owmn.mwbamnmmmum
Tring, 1992),

Quorn™ Formaggio Pollo Carne di Meeluzzo

(Cheddar) |manzo

Froteine (q) 122 26,0 205 0,3 174
Flbre (g) 51 0.0 0o 0.0 09
Grass totall (g) 29 335 43 a5 07
Grawsl palinssturifsatur 5 0,2 05 01 32
Colesteralo (mg) 0,0 70.0 65,0 590 50,0
Apporto enercetico (kJ) 3340 16970 506,0 514,0 318,0

6.6.1 Acidi organici

I funghi sono tra gli o

durre elevare quantic

Tnismi pilt non e sfruttat per la capacied di pro-
i acidi organici, In narura, questa abilicd conferi-

sce loro un imporeante vantaggio evolutivo, in quanto ['acidificazione del-
I'ambiente permerte di inibire la crescita di numerosi microrganismi com-
petitori; inoltre, le propricta chelanti degli acidi organici nei confronti di
meealli e l'aumentata solubilita della maggior parte dei meralli 2 pH acidi,
permettono ai funghi di crescere in ambienti dove | metalli sono present
in basse concentrazioni o in forma insolubile.

Owimizzando le condizioni colturali, la produzione di acidi organici
nei funghi pub essere stimolata arrivando 2 ottenere rese molto elevate,
con la quast toale conversione del substrato organico in acido. Gli acidi
organici sono principalmente impicgati nell'industria alimentare & farma-
ceutica come acidificanti, inun&iﬁmtoﬁ degli aromi, antiossidan, ram po-
ni ¢ seabilizzatori; inoltre, vengono impiegati per la pulitura e il trattamen-
to dei meaalli. Ad oggi, i principali acidi organici di origine fungina com-
mercializzat sono gfg aa(ﬁ citrico, gluconico e itaconico, prodotti da cep-
pi del genere Aspergillus, e Pacido lattico, prodotto dallo zigomicete Rbi-
zopus oryzae (fig, 6.5). Anche Facido ossalico, famarico e malico sono pro-
dotti artraverso processi di fermentazione fungina; tuetavia, if loro merca-
1o ¢ limitato in quasto i processi di sintesi chimica risultano, al momen-
to, cconomicamente piil convenienti,
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Il principale acido organico d'arigine fungina prodotto a livello indu-
striale & I'acido citrico. | microrganismi piit usati in questo processo sono
Amr’ﬂw niger ¢, in misura minore, il lievito Yarrowsa lipolysica. 1 detta-
gl sulla produzione di questo imporrante metabolita primario sono ripor-
tati in un successivo capitolo (ved? cap. 7).

Lacido gluconico & un altro acido organico di notevole importanza
industriale che pud essere prodoro da vari funghi ¢ batteri, tuctavia, nella
maggior parte dei processi produrivi, viene unlizzato A. niger. La produ-
gione mondiale annua ¢ stimata attorno a 50000-100000 ronnellate.
Oltre che nell'induseria alimentare e tecnica per fa pulitura ¢ il cranamen-
to dei metalli, 'acido gluconico viene impicgato in campo farmaceutico
come contre-ione per veicolare il calcio o il ?rm nelle cerapie per Ja cura
della carenza di tali metalli. Lacido gluconico & prodotto direttamente dal
gliscosio per ossidazione, attraverso un processo in due tappe: lossidazio-
ne del f-D-glucosio a D-glucono-8-latone, catalizzata ucosio ossi-
dasi, ¢ la successiva idrolisi del latrone ad acido gluconico, che pubd essere
spontanca o catalizara dalla lactonasi.

L'acido itaconico & prodorto a livello industriale da A. zerrews, astraver-
% un processo simile a Sndlo dell'acido citrico, in seguito a catabolismo
del glucosio, A, terrens, al contrario di A. miger, possiede I'enzima eis-aco-
nitato decarbossilasi che forma |'itaconato Jg:.l ci-aconitato, La produzio-
ne mondiale annua dell'acido itaconico & stimata attorme z 70000-80 000
wonnellate, Quest'acido wova impicgo essenzialmente in applicazioni
industrali ¢ in particolare nella produzione di polimeri.

Infine, vale la pena ricordare che l'acido lattico, oltre che da batteri
(vedi cap. 7), pud essere prodotto industrialmente anche da funghi fila-
mentosi, in particolare da R oryzae. Risperto ai bacteri lactici, R, oryzae ha
il vantaggio di non richiedere additivi costosi nel mezzo di coltura e di
produrre (s)-lattato in forma enantdomericamente pura.

6.6.2 Vitamine

Delle circa 22 vitamine ¢ composti simili rrodotti a livello industriale, le
viamine C, By, Bz, l'acido linolenico ¢ 'ergosterolo sono prodotei per
fermentazione microbica, con procedimenti econemicamente competiti-

Figura 6.5
Formule

chimiche
principall addi organic
prodotti da funghi,
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6.6
ma delle principali
tappe della blosintesi della
riboflavina in

vi. I funghi filamentosi sono udlizzati solo per la produzione industriale di
riboflavina ¢, in misura minore, di acidi grassi polinsaturi ¢ B-carotenc. Per
la produzione di alire vitamine come [acido ascorbico, la biotina, la da-
mina ¢ l'acido pantotenico, molti funghi filamentosi sono stati sckeziona-
ti e vi sono buone prospettive per una loro furura applicazione.
La produzione industriale di riboflavina (vitamina B;) sfrutta principal-
mente 1 funghi Alamentosi Eremotbeciton gassypis ed Evemothezism
uest'ultimo meno usato per la sua instabilita genetica, La ribofavina & pro-
otta da £, gosnypir nella fase tardiva di crescita, su subserati quali zucchen
od oli vegerali, all'essaurimento della fonte di carbonio; in questa fase, il fun-
go accumula gocce lipidiche insracellulan, La sintesi di riboflavina (fig. 6.6}
avviene, in tre distretei cellulari (perossisomi, mitocondn e citosol), a parti-
re dal carabolismo dei lipidi. Cacedl CoA, prodormo dalla B-ossidazione
degli acidi grassi, concorre alla formazione di malato e GTT, con |'impiego
anche di una molecola di glicina; it GTP viene poi trasformaro in riboflavi-
na che st accumula nel vacuolo. Liperproduzione di nboflavina pud essere
indotta dal supplemento di GTE, jpoxantina e glicing, dal mantenimento
del pH vicino alla neueralind e da un'clevaca tensione di ossigeno.
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Gli acidi grassi polinsaturi (vitamine del gruppo F), come gli acidi
linoleico, linolenico ¢ arachidonico, sono sostanze essenzsali per i mam-
mifen, utili come componenti dei lipidi di membrana, come neuroprotet-
tori ¢ nella prevenzione dei depositi di colesterolo nelle arterie, Alcuni fun-
ghi vengono sfruttati per la produzione industriale di acid: grassi: ad esem-
pio, Umbelopsis isabellina per la produzione di acido linolenico, Penicil-
linm cyaneum, Mortierella elongasa ¢ M. alpina per la produzione di acido
arachidonico,

| carotenoidi (precursori della vitamina A) sono pigmenti natrali
composti da lunghe catene di atomi di carbonio (35-40 aromi) con nume-
rose insaturazioni, spesso terminanti in un anello, [ carotenoidi svolgono
un'importante azione antiossidante ¢ sono prodor da bareri, alghe, fun-
ghi e piante superiori. Vengono impiegati principalmente come colorant
alimentari, come additivi in alimenti ¢ mangimi ¢ come coadiuvanti nella
prevenzione di alcune malactie cardiovascolani e del cancro, Olere ai pro-
cessi per sintesi chimica ¢ per estrazione da vegetali, alcuni carotenoidi
sono prodotti con processi biotecnologici. 1l fungo filamentoso Blakelea
trispora & impiegato per produrre P-carotene a partire da complessi mezz
oolturali rechi di amido, oli ¢ kerosene. La sintesi di questa molecola
segue la via dell’acido mevalonico a partire dall'acetil CoA. La fase di pro-
duzione ha una durata variabile tra 72 ¢ 185 ore ¢ porta alla formazione
di 1-3 g/l di fcarotene. Alla fermentazione, generalmente, segue un'estra-
rione con etilacetaro ¢ successiva cristallizzazione della molecola.

6.6.3 Enzimi

Limpiego di enzimi in vari setton dell'industria ¢ dell'agricoltura & in con-
tinuo aumento, con una crescente domanda per enzimi pit stabili, artivi
e specifici. | funghi filamenrosi urilizzan per la produzione di enzimi sono
prncipalmente: Aspergillus niger group, A, oryzae, Trichoderma reesei, I
viride, Mucor circinelivides f. circinelloides, Rsizopus oryzae, R oligosporus,
Tra questi, A. niger pud essere considerato un vero campione nella produ-
zione di enzimi: questa specie produce, infacti, pitt di 40 enzimi commer-
ciali, i pilt comuni dei quali sono elencad in tabella 6.4. Le prindfali
caratteristiche ¢ applicazioni degli enzimi prodott dai funghi sono illu-
strate di seguito,

Le a-amilasi di A. oryzae furono i primi enzimi di origine microbica

Tabella 6.4 Principall enzimi commerciall prodottl da Aspergilius niger.

Galettomannasi
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ad essere commercializzati (1894); oggi, I'amilasi pitt utilizzata a livello
industriale & prodorea da A. niger. Olire che nell'industria alimentare, un
numero clevaro di amilasi fungine & utilizzaco nell'industria twessile, della
carta, dei detergenti e in campo medico, per produrre biosenson.

Le glucoamilasi di origine fungina sono ampiamente urilizzate a livel-
lo industriale per la produzione di sciroppi di glucosio ¢ fruttosio. Atrual-
mente sono in atto aumerosi studi voli alla ingegnerizzazione di queste
proteine in A, niger e A. wewamori per ovviare alla limitata attivicd net con-
frona dei legami «1-6 glicosidici (pari alle 0,29 dell’attiviti nei confron-
ti dei legami a1-4 glicosidici) ¢ alla scarsa termostabilita (la saccarificazio-
ne industriale avviene a 60 °C). Al momento, la serategia che s & rivelata
pitr efficace ¢ basata sull'incroduzione di ponti disolfurici addizionali
all'interno della molecola che comportano un aumento del valore della
temperatura di denaturazione dell'enzima di circa 4 °C.

I funghi sono tra i principali organismi responsabili della degradazio-
ne della cellulosa in natura. Un'ampia ricerca, condotra a partire dal 1970
su cellulasi di origine fungina, ha portato a importand sviluppi nell’appli-
cazione industriale di questi enzimi: oggi, le cellulasi &i Trichoderma ¢
Aspergilius spp. rappresentano il 20% del mercato mondiale degli enzimi
¢ vengono impicgate principalmente nell'indusoria tessile (traccamenci di
bio-polishing ¢ bio-itoming), nelle lavanderie ¢ per la formulazione di deter-
genti per wso domestico. Le cellulasi, infatti, nmuevono piceole fibre o
impurnied dat ressuti, migliorandone la brillantezza e aumentando la resa
dei detergendi. Le cellulasi di Humicola insolens, awtive a pH 8,5-9.0 ¢ a
temperature > 50 °C, sono quelle principalmente impicgate in questo set-
tore.

Numerosi funghi producono emicellulasi, enzimi capaci di degrada-
re le emicellulose (polimeri di differenti pentosi ed esosi, spesso acerilari
e ramificati), important componenti dcrla frazione ammfge della parete
cellulare dei vegerali. Le principali emicellulose includono xilani, manna-
ni, galattani, polimeri misti di B1,3-1.4 glucani. Lo xilano, polimero di
xilopiranosio con legami B1,4 glicosidici, & Vemicellulosa pit diffusa sul-
la terra. Le xilanasi trovano un vasto impiego nell'industria alimentare
nei processi di lievitazione di prodorn da ?ﬁ‘r)no e di fermentazione di
bevande alcoliche: questi enzimi, infact, scindono i polisaccaridi presen-
ti nelle materie prime ¢ accelerano i processt di glicolisi ¢ fermentazione,
Inoltre, le xilanasi di T reeses vengono impicgate nelle cartiere, durante la
fase di pre-bleacking della pasta di legno, per favorire l'estrazione della
lignina e ridurre 'impiego di cloro. Un altro impiego degli enzimi xila-
nolitici, insieme a quelli pectinolitics, & nella macerazione delle fibre nel-
l'industria tessile per la produzione di tessuri. Le §1,3-1,4 glucanasi,
principalmente prodotte da Aspergifius, Penicilliums ¢ Trichoderma spp..
sono, inoltre, impiegate nel processo di produzione della birea per ridur-
re la viscositd dei glucani presend nelle matenie prime, migliorando la resa
del processo ¢ agevolando la filtrazione del prodoteo finale. Tnfine, questi
cr;’z.ilmi vengono addizionati ai mangimi animali per migliorarne la dige-
ribilira.

[ materiali pectici sono polisaccaridi complessi, composti principal-
mente da acido 1,4 galatturenico con catene laterali di ramnosio. Lap-
plicazione di enzimi pectinolitici & di notevole importanza nell'industria
alimentare: il complesso di 15 enzimi pecrinolitici prodotro da Aspergilius
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aculeatus & impiegato in numerosi processi di trattamento di mareriali di
origine ve ; ad esempio, questi enzimi sono estesamente utilizzati, in
combinazione con cellulasi ed emicellulasi, per chiarificare succhi di frut-
ta ¢ verdura

Le lipasi (triacilglicerolo acilidrolasi) catalizzano |'idrolisi dei triglice-
ndi in glicerolo e acidi grassi. La maggior paree delle lipasi commerciali
sono prodotte da funghi ¢ trovano impiego in numerosi ambiti dell’ indu-
stria alimentare, casearia, conclaria ¢ chimica, in particolare per la produ-
zione di detergenti e cosmerici. Tra le caratteristiche che contribuiscono al
grande successo delle lipasi fungine, vi sono I'clevata stabilita in solventi
organici, l'artivied in assenza di cofartori, b specificita di substrato ¢ la
capacita di catalizzare reazioni anche su substrat sintetici. Inolere, le lipa-
si hanno un'elevata capaciti di catalizzare reazioni stereo- ¢ regiosclettive ¢
(rovano, per questo, un vasto impicgo nella sintesi di preparan farmaceu-
tici otticamente puri, aromi e aleri additivi alimentari. Esempi in questo
setrore sono rappresentari dalle esterasi di Pyomo, cinnabarinus, utliz-
rate per il recupero, da pectine e xilani, di acido ferulico, poi impiegato
come precursore nella biosintesi della vanilling, ¢ dalle lipasi di Fesartum
woysparum ¢ Ovadendron sslphureoochracenm, utilizzate in reazioni di tran-
sesterificazione e sintesi di esteri nell'industria chimica ¢ alimentare, Par-
ticolare attenzione & stata, inoltre, rivolta alla ricerca di lipasi rermostabili
per migliorare le prestazioni di questi enzimi nei detergend per lavatrici ¢
lavastoviglie, Questa, infatd, & in termini commerciali la piu importante
applicazione delle lipasi: ogni anno circa 1000 ronnellate di lipasi sono
addizionate a 13 miliardi di tonnellate di prodotei detergenti, per un mer-
cato annuo di 30 milioni di dollari, La prima lipasi rermoseabile genetica-
mente modificaca, prodotea da Thermomyces lamuginosus ed espressa in A.
orpzate, fu lanciata sul mercaro nel 1994 da Novo Nordisk con il nome di
Lipolase®; da allora, questo settore & in continua rescita.

Le proteasi catalizzano I'idrolisi dei legami pepridici ¢ rappresentano il
60% degli enzimi commercializzan a livello mondiale. I funghi filamento-
si producono una gran variced di proteasi, caratterizzace dalla capacita di

ire a pH diversi. Ad esempio A, oryzae produce proteasi acide, neutre ¢
alcaline utilizate per la produzione di pane. Nell'industria casearia, la chi-
mosina di origine animale, utilizzaca per la precipitazione della caseina, &
stata in parte sostituira da proteasi acide di funghi a elevata capacitd coa-
gulante, prodotte da Rbizomucor pusillus, R. miehei, Cryphonectria pavasi-
fica ¢ da una forma di dzimsinaﬁ:'vim ricombinante espressa nel lievito
Kisyveromyces lactis ¢ nei funghi flamentosi T reesei e Aspergilius spp.

Tuttavia, il pii ampio sereore d'applicazione delle proteasi & nella for-
mulazione di detergenti per induments; per questo scopo, le proteasi devo-
NO presentare NUMerose ¢ importanti carateeristiche, tra cui una buona
comparibiliti con gli altri component, ad esempio i surfattanti, una cle-
vara artivitd alla temperatura ¢ al pH presenti durante il lavaggio, compa-
tibilita con la forza ionica del detergente, stabilica ece. Altre applicazioni
industriali di proteasi fungine riguardano l'industria conciaria, per la depi-
lazione ¢ la concia dei pcﬁnami. ¢ l'industria farmacentica; ad esempio, le
proteasi alcaline di A, miger LCF9 hanno un'clevata artivick collagenolitica
¢ sono impiegate nella produzione di preparazioni farmaceutiche a lento
rilascio, Inoltee, le proteasi sono utilizzate nell'industria chimica per la sin-
tesi di peptidi ¢ la risoluzione di miscele racemiche di aminoacidi.
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l'acido fitico & un acido organico costituito da una molecola di mio-
inositolo unita, mediante legami molto stabili, 4 sei gruppi fosforici. Que-
sta molecola ¢ la principale forma di riserva di fostoro net cereali, nei legu-
mi ¢ nei semi oleosi, dove rappresenta circa il 60-80% del fosforo organi-
co. Le fitasi (mio-inasitolo-P6-fosfoidrolasi) sono enzimi in grado di cata-
lizzare una serie di idrolisi progressive dei fitan, dando origine a esteri
fosforici del mio-inositolo con un contenuto progressivamente pilt basso
di fosforo, fino ad arrivare, in alcuni casi, al mio-inositolo libero. Le fizast
rivestono una grande importanza a livello commerciale: il loro mercaro
annuo, stimato in crca 500 milioni di dollari nel 1999, ¢ in costante
aumento, Questi enzimi sono principalmente impiegati come additivi nei
mangimi per pollame ¢ suini, animali con un’attivita molto bassa di fitasi
nel trarto digerente. La loro azione rende disponibile il fosforo organico
gia presente nei mangimi sotro forma di acido firico, riducendo la neces-
sitd di integrazioni di fosforo inorganico. Questa pratica ha anche un
importante vantaggio di natura ecologica, in quanto si riduce la presenza
di g’sﬁ)m inorganica nei liquami ¢, di conseguenza, il rischio di eutrofiz-
zazione dei corpi idrici con lo smaltimente, Inoltre, poiché I'acido firico
svolge un'azione chelante nei confront dei meaalli, riducendone quindi la
biodisponibilita, I'iggiunca di fitasi aumenca il contenuto in metalli ¢,
quindi, il valore nutritivo dei mangimi. Attualmente, a livello commercia-
le si usano principalmente miscele di fitasi prodoue da A. miger ¢ Periopho-
ar lycii. Ladditivo per mangimi “Phytase Novo”  una fitasi ricombinante
di A. niger commercializzaca dal 1995 dalla Novo Nordisk.

I funghi sono gli unici organismi capaci di degradare estesamente la
lignina, un complesso polimero. 1 principali enzimi ligninolitici sono le
perossidasi ¢ le laccasi. Le perossidasi fungine sono glicoproteine conte-
nenti un gruppo eme, che necessitano di perossido d'idrogeno per inizia-
re il processo di ossidazione. Le laceasi catalizzano l'ossidazione di polife-
noli, metossifenoli ¢ altri composti aromaici; in presenza di opportuni
mediatori redox, questi enzimi sono in grado di espandere il loro spettro
di azione e di degradare anche subscrati non fenolici.

Le laccasi sono diffusamente prodotte da funghi, principalmente asco-
miceti ¢ basidiomiceti ligninolitici ed ectomicorrizici. In natura, sono
comvolte nella degradazione della lignina ¢ dell’humus, nella depolimeriz-
zazione di materiale vegetale durante l'instaurarsi di simbiosi micorniziche,
nella detossificazione dell’'ambiente radicale da composti ad attivied ano-
microbica, nella formazione di pigment (ad esempio melanine), nella
regolazione dell'omeostasi del rame ece. Arualmente, le principali appli-
cazioni di questi enzimi comprendono: il trattamento di tessuri (Denili-
1e®, laccasi ricombinante utilizzata per la finitara denim di tessuti); la sin-
test di coloranti e composti fenolics; la produzione di tinture per capelli (le
laccasi sostituiscono il perossido d'idrogeno normalmente impicgaro come
agenre ossidante) e cosmetici; la chiasificazione di succhi di frutsa, birm e
vino. Numerosi studi hanno evidenziato le potenzialich degli enzimi ligni-
nolitici fungini per il trattamento della polpa del legno, sia nel biopudping.
un'alternativa ai craramenti meccanici ¢ chimici normalmente wtilizzar
per ridurre il contenuto di lignina della polpa, sia nel biobleaching, tratta-
mento successivo al biopulping mirato a rimuovere piccole quanrita resi-
due di lignina e altre sostanze colorate ancora presenti nella polpa. Inolue,
P'elevara aspecificita degli enzimi ligninolirici apre importanti prospettive
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di applicazione di questi enzimi per il tragramento di reflui di scarico pro-
venienti da vari serori industriali ¢ per la bonifica di suoli contaminari con
numerosi inquinant ambientali.

Come appena presentato, la produzione di enzimi da funghi filamen-
tosi gioca un ruclo fondamensale nell'economia mondiale, 1 principali
obiectivi da raggiungere per un crescente utilizzo commerciale sono: la
produzione, anche in forma ricombinara, di notevoli quantits di enzimi
a basso costo; I'ingegnerizzazione delle molecole al fine di oteenere pro-
teine pits stabili ¢ artive; la riduzione dei costi dei mediarori redox, quan-
do utili per il processo catalitico; lo sviluppo di efficienti tecniche di
immobilizzazione degli enzimi, al fine di ottenere un miglior controllo
dei processi,

6.6.4 Antibiotici
Da pit di mezzo secolo, gli antibiotici B-lattamici rappresentano gh agen-
ti pils imporctant della terapia antibatterica. 1l loro ampio spertro d'ami-
vitd, be eccellenti proprietd farmaceutiche e la quasi rotale assenza di wssi-
citd, fanno st che possano essere consideratt | compost di maggior succes-
so mai utilizzari in medicina. Le due specie fungine maggiormente impie-
gate per la produzione di antibiotici p-lattamici sona Penicillium chrysoge-
num ¢ Acremonium chrysogenum, da cui si ottengono rispettivamente le
penicilline ¢ le cefalosponine, La via biosintetica di queste due categorie
di molecole & per i primi passaggi, comune: in entrambi | casi, infard, si
ha la formazione di un tripeptide da parte di una peptide sintetasi (veds
cap. 8); rale pepride viene quindi convertito in una molecola biciclica di
isopenicillinapnj {IPN). A questo punro le due vie biosintetiche st divido-
n0. Nel caso della penicillina, IPN & converrita in acido 6-aminopenicilla-
nico (6-APA), da cui si possono successivamente ottenere diversi derivati
a seconda della sostituziong in posizione 6: se nel mezzo colrurale viene
aggiunto un precursore, come ad esempio ['acido fenilacedico, la produzio-
ne si orienta soprattutto verso-la penicilling G, In questo modo ¢ possibi-
le aumentare la resa dei prodotti desiderati ¢, inoltre, omtenere le numero-
s¢ penicilline semisintetiche oggigiorno in commercio, ottenute a partire
da 6-APA per addizione di vanie sostanze, Per quanto riguarda la biosinre-
si della cefalosporina, invece, l'isopenicillina N viene converrita dapprima
in deacetossicefalosporina C (DAOC) ¢, successivamente, in deacetiboefa-
losporina C (DAC), la cui acetilazione porta alla formazione di cefalospo-
rina C (ﬁi6.ﬂ.
| i filamenrosi sono anche impiegati per produrre antibiotici non
B-lattamici (fig. 6.8), Plexrosus mutilus e P paveckerianus sono udilizzati
per la produzione del diterpene pleuromutilina ¢ del derivato semisinteti-
co tiamulina, particolarmente attivi nei confronti dei micoplasmi. L'acido
fusidico & un triterpene impiegato nel trattamento di infezioni da stafilo-
cocchi pluriresistenti. Inizialmente isolato da Acremonium fusidioides, st
scoprl in seguito che veniva sintetizzato anche da Cephalasporizm spp.,
Beanveria brongniartii ¢ Umbelopsis ramanniana,

6.6.5 Antifungini

Numerosi funghi producono metabolin secondari ad azione antifungina.
Queste molecole, che oggigiorno passono essere sfruttate dall'vomo per
scopi terapeutics, in natura conferiscono all'organismo produtrore un van-
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taggio sclettivo nella competizione con altr funghi, ad esempio per una
determinata nicchia ecologica, Differenti specie di Peaieillisom, quali 2
griseofudvim, P janczewskii, P maistrickis, P melinii, Expenicillium brefel-
dianum ¢ Aspergithus versicolor no utilizzate per la produzione del-
l'antifungino griseofulvina (fig, 6.8). Grazie alla caratreristica di accumu-
larsi ncgﬁ strati cheratinizzati dell'epidermide ¢ alla rossicicd reladvamen-
te bassa per I'vomo, la griseofulvina & stara a lungo utilizzata per il tratta-
mento di infezioni causate da dermatofic quali Epidermophyon, Tri-
chaplryton € Microsporum spp. Oggigiorno, tuttavia, 2 causa dei suoi effer-
ti mutagenici, teratogeni ed epatorossici, pub essere impiegata soltanto in
ambirto veterinario. Le papulacandine (xﬂ Papularia sphaerosperma) ¢ le
echinocandine (da Aspergalins aculeatus, A. sydowis) sono artive contro le
infezioni da Candida spp., nAfagiflm spp. € Prewmocystis carinii inibendo
la sintest dei glucani ¢, quindi, la formazione della parere cellulare.

6.6.6 Immunosoppressori

Storicamente 1 pill importanti immunosoppressori sono le ciclosporine,
utilizzate nelle terapie posi-trapianto sin dal 1978 ¢, successivamente,
impiegate anche per altre applicazioni cliniche come il trattamento di
malartie auto-immuni. La produzione di ciclosporine, undecapepridi cicli-
ci prodotti per via non ribosomale (veds cap. 8), & piuttosto diffusa cra i
funghi filamentosi: ¢ stato dimostrato che almeno 17 differenti taxa fun-
Ei:;sono in grado di produrne anche se in minima quanti. La pilt uri-
izzata & la cclosporina A prodota da Todypocladinm inflatsen. Al
immunesoppressorn di origine furfina comunemente utilizzati sono l'aci-
do micofenolico ¢ il Brenidin (hg. 6.8). Il primo & un antibiorico ad
ampio spettro prodotto da diverse specie del genere Pemiciliieon (ad esem-
pio P brevicompactsem) che, oltre a essere utilizzato per la rerapia antiriget-
wo, trova applicazione nella cura dell’arcrice reumaroide ¢ della psoriasi. 1I
secondo & un nucleoside estratto da Eupenicillium brefeldianum.

6.6.7 Ipocolesterolemici

Le statine sono una classe di composti ipocolesterolemici, in quanto ini-
biscono la 3-idrossi-3-merilglutaril-CoA reduteasi, enzima coinvolto nella
sintesi del colesterolo soprattutto negli epatocit. Vengono principalmen-
te utilizzate nella prevenzione dell'arerosclerosi ¢ di altre malartic cardio-
vascolari, ma negh ultimi anni s sta studiando anche il loro utilizzo per il
trartamento del morbo di Alzheimer. Tra le principali statine in commer-
cio sono da ricordare alcune statine naturali o semisintetiche (lovastatina,
pravastatina, simvastatina), principalmente prodotte a partire da Agper-
gillus terrews, Monascus ruber ¢ Penseillium spp. (fig. 6.8).

6.6.8 Alcaloidi

Gli alcaloidi ergotici sono metabolic prodorti da molte specie della
famiglia delle Clavicipitaceac (Claviceps purpurea, C. fussformis, C.
giganrea, C. paspali), ma anche da alcuni endofici di piante crbacee
(generi Epichloé ¢ Balansia) e da alcune specic dei geneni Aspergillus ¢
Penicillium. Essi sono carateerizzaci da un tipico ancllo ergolinico tetra-
ciclico e, in base alla loro complessita, si possono distinguere in derivari
dell’acido D-lisergico e alcaloidi clavinici. Le amidi dell’acido D-lisergi-
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Tabella 6.5 Principall alcaloidi ergotici in commercio e loro applicazion| terapeutiche.

Ergotaming Curin dell'omicrania, Utarstanice, vavapressors
Diidroergutaming . Antipertznsivo

G . .

Olidroergopepting Vasodilatatoce ,
Oiidra-c-ergocripting Cura del morbo di Parkinson, anti-perprolattioemis
Bromeripting Cura dal merbo di Pakinsen, antl-iperprolattionmia
Cabergoina Cura del morko di Parkinson, antl-iperprodattinemis
Nicergoling Cura del morbo di Parkinscn, vasodilatatore
Usuride Cura del morbo di Pakinsor, antl-iperpeolattinemis
Terguride Cura dei morbo di Parkinson, antlpemrolattinemis
Pergolide Cura del merbo di Parkinson, snti-iperprolattinenia

co (fig. 6.8) sono utilizzate da moltissimi anni per le loro propried offi-
cinali ¢ sono prodotte in natura da C. purpurea, un ascomicete che cre-
sce sulla segale producendo scleroz (segale cornuta), la cui ingestione
provoca intossicazioni note come ergotismo. Gli alcaloidi ergorici pos-
siedono il piti ampio spettro di azioni farmacologiche tra tut i com

sti naturali. La loro diversa azione deriva, in primo luogo, dalla differen-
te affinitd dell'ancllo ergolinico per | recerrori dei neurotrasmerttitari
noradrenalina, dopamina ¢ seratonina. In tabella sono riassunte le appli-
cazioni dei pib importanti alcaloidi ergorici in commercio (rab. 6.5). La
produzione biotecnologica classica delle amidi dellacido D-lisergico pre-
vede la coltivazione su larga scala del funge sita sulla segale, con
rese che possono raggiungere 1000-2000 kg Ji sclerozi/ha, 1l principale
vantaggio di questo tipo di produzione & la disponibilich di ceppi fungi-
ni selezionati per produrre alcaloidi specifici. Tuttavia, vi sono anc?\c
alcuni svantaggi: la produzione ¢ fortemente influenzata dal clima; le
aree in cui & possibile la produzione sono limirate per il rischio di con-
taminazione delle altre colture di cereali; le procedure di purificazione
sono piuttosto costose. Per ovviare a questi problemi, sempre pia fre-
quentemente, si preferisce utilizzare la fermentazione, in particolare di
C. paspals, per ottenere acido D-lisergico, che successivamente viene tra-
sformato in derivati semisintetici.

6.6.9 Altri metaboliti di interesse terapeutico

Numerosi basidiomiceti sono conosciun fin dall'antuchick per le interes-
santi propricta medicinali. Negli ultimi anni, alcuni composti quali poli-
saccaridi e proteoglucani con forte attivita antitumorale ¢ di immuno-
modulazione sono stati isolati e purificati ¢ sono oggigiomo commercia-
lizzati (lentinano da Lentinnla edodes, Bammulin da Flammulina velusi-
prs, grifon D da Grifola frondoss, schizophyllan da Schizophyllum com-
mune).

[nolere, la scoperea che il taxolo, utilizzato per la cura del cancro al seno
¢ alle ovaie ¢ prodotto da colture cellulari di piante, sia anche un metabo-
lita del fungo endofita Taxomyces andreanae, ha destato notevole interesse
per le potenzialita biotecnologiche dei funghi flamentosi in campo tera-
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Fgura 6.9

Formule chimiche di alcuni
importanti fitormonli o
pigmenti prodotti da
fungh,

peurico. Diversi studi ¢ pﬂfui di screening (sedi cap. 12) hanno recen-
remente rivelato |'esistenza di molti metaboliti secondari prodotti da fun-
gi con svariate artivita biologiche (antitumorali, antivirali, ipoglicemici).

r alcuni di questi non & stata ancora avviata la sperimentazione clinica,
altri invece sono risultati troppo rossici per consentirne un utilizzo tera-
peutico. Turtavia il progredire degli studi, insieme alla scoperta di nuovi
metaboliti, potrebbe portare 2 importanti ricadute nelle applicazioni rera-
peuriche.

6.6.10 Fitormoni

Le gibberelline sono un gruppo di firormoni erpenoidi in grado di
influenzare diversi processi di sviluppo nelle piante superion. Le prime
gibberelline sono state individuare nel brodo colturale di Gibberella
fujikurei, un ascomicete parassita del riso che causa un eccessivo allunga-
mento dello stelo. Ad oggi, delle 121 gibberelline idencificace, 27 sono
prodortte da questo fungo (fig. 6.9). Piccole quantica di gibberelline sono
inoltre sintetizzate da Sphaceloma manihoticola (¢ alwe specie dello stesso
genere), N. enassa, Cercospora rasicola e A. niger. Non ¢ stato ancora chia-
rito il motivo per cui alcuni funghi sintetizzino gibberelline; si iporizza,
tuteavia, che queste svolgano un ruolo importante durante le prime fasi
dell'infezione dell'ospire. Ad oggi ke gibberelline sono i principali fitormo-
ni prodozti a livello industriale mediante processi fermentativi ¢ trovano
numerose applicazioni in agricoltura,

'acido abscissico (ABA) ¢ sintetizzaro da divers: funghi, soprateutto
fitopatogeni; tra questi il pits utilizzaro a livello industriale & Bosrytis cime-
rea, che pubd pmj‘x‘lmc fino a 780 mg/] (hg. 6.9). LABA ¢ impicgato in
agricoltura per controllare gli effesti di seress ambientali quali la siceicd o
I'eccessiva salinith. Nonostante lo sviluppo di ceppi produttori ¢ il miglio-
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ramento delle condizioni di fermentazione, 'ABA ¢ oggi prodotto quasi
esclusivamente per sintesi chimica con cost molto elevari, Programmi di
miglioramento dei ceppi e approcei d'ingegneria genetica potsebbero apei-
re nuove opportunicd per la produzione biosinterica di ABA.

6.6.11 Pigmenti

La fermentazione del riso mediante Monascss purpurens per la preparazio-
ne dell'ang-kak (riso rosso) & utilizzata dalla cucina e dalgcmcdli)cim tradi-
zionale cinese a partire dal IX secolo a.C. Questa ¢ altre specie di Mona-
scus (M. pilosus, M. ruber, M. floridanws), tra i metaboliti secondari, pro-
ducono pigmenti gialli {ankaflavina ¢ monascina), arancioni (monascoru-
brina ¢ rubropunctatina) ¢ rossi {monascorubramina e rubropunctamina).
L scoperta che alcune specie di Monases possono produrre la micotossi-
na citrming, ha indotto a proibire, in alcuni pacsi, I'uso di questi pigmen-
ti nell'industria alimentare, Lutilizzo dei pigmenti di Monascus ¢ ancora
consentito in Cina ¢ Giappone,

Altri pigmenti prodorti per via fermentariva da funght sono oggi uti-
lizzati come coloranti nell industria alimentare, farmaceutica e cosmetica.

Tra questi possiamo ricordare un colorante antrachinonico prodorto da

Pemicillism oxalicwm molto utilizzato per carne, gelati, marmellate, alcoli-
¢i ¢ prodott cosmetici, ¢ il licopene, prodotto da un ceppo modificaro di
Fusarium sporotrichioides a parure da stoppie di mais (fig. 6.9).

6.6.12 Bioconversioni

I funghi filamentosi, grazie alla loro elevata diversita e capacitd metaboli-
ca, sono tra gli organismi maggiormente impiegati nel processi di biocon-
versione. La prima applicazione di funghi per la bioconversione di steroi-
di risale a pits di mezzo secolo fa (vedi cap. 1).

I funghi o i loro enzimi vengono utilizzat in moltissime bioconversio-
ni come riportato in dertaglio altrove nel testo (vedi cap. 9). Qui di segui-
to vengono clencate solo plicazioni di funghi filamentosi in pas-
saggi chiave per la produzione di imporand farmaci:

® Umbelopsis ramanniana viene utilizzata per riduere un chetone prochi-
rale nel suo corrispettivo alcol (R)-chirale, precursore di un farmaco an-
tipsicotico;

® Mortierella alpina trova applicazione nella produzione dell'antibiotico
carbapenem, riducendo un P-chetocstere nel cornspondente (R)-B-
idrossiestere;

® diverse specic dei genen Rinzopus, Aspergilles e Mucor possiedono redut-
tasi in grado di riduree diaril chetoni in alcoli predominantemente con
chiralita (R) o (), urili nella sintesi di inibitori della fosfodiesterasi IV
impicgati nel trattamento dell'asma;

® Mucor fuemalis € N. crassa intervengono nella sintesi dei farmaci Sola-
tol® & Trusopt® wrilizzad, rispertivamente, per la cura della tachiaritmia
ventricolare ¢ del glaucoma;

® R oryzac produce una lipasi che viene usata per catalizzare I'idrolist
enantioselettiva del legame tioestereo di un importante intermedio nel-
la sintesi dell’antipestensivo Captopril®.




178

& ® Furgh flamaniosl BEN §75-86-08-10438-7

6.6.13 Produzione di aromi

Gli aromi rappresentano pilr del 25% del mercato degli additivi alimenta-
ri ¢ hanno un ruolo rilevante anche nellindustnia cosmetica ¢ farmaceuri-
ca. Oggigiomno, essi sono principalmente estrart da piante, con costi mol-
o elevari, o sintetizzati chimicamente; in quest'ultimo caso, tutcavia, essi
risultano poco gradin ai consumatori, sempre pitt attenti all impiego di
prodortri naturali in campo alimentare. Esiste, quindi, un grande interesse
Eﬁ l'impiego di microrganismi, in particolare funghi filamentosi, nella
iosintesi degli aromi.

La vanillina ¢ I'aroma piis importante a livello mondiale, con un con-
sumo stimato intorno a 12000 ton/anno. Lelevara differenza di costi tra
la vanillina narurale e sinretica (4000 $/kg o 15 $/kg) & senza dubbio il
maggiore incentivo per la ricerca di una via biosintetica che utilizzi precur-
sori abbondanti in natura ¢ facilmente reperibili, [ funghi A. niger, Pycno-
porus cinnabarinus ¢ Penicillinm simplicisimun sono tra gli organismi piii
studiati per un'eventuale produzione biotecnologia di questo aroma.

Laroma di mandorla (benzaldeide) & il secondo per importanza, con
una produzione mondiale di circa 7000 t/anno. | basidiomiceni Bjerkan-
dera adusta, Trameres suaveolens e I cinnabarinus producono buoni quan-
titativi (fino a 400 mg/l) di benzaldeide partendo da fenilalanina in colw-
ra liquida, in presenza di lecitina. Laggiunta della resina HP20 alle col-
twre migliora ka produzione di benzaldeide impedendone ulterion trasfor-
mazioni ¢ faciliandone il recupero con produzioni di 710-790 mg/l.

Il basidiomicete Nidula niveotomentasa sintetizza de novo il 4-(4-idros-
sifenillbutan-2-one, un chetone che conferisce il cararteristico aroma del
lampone insicme all’alcol corrispondente (betuligenolo), con rese di circa
200 mg/l. Lestrazione di queste molecole dai frutt ha costi devanissimi
{alcuni milioni di $/kg): partendo invece da un precursore presente nella
correccia della berulla il costo &, seppur eevato, ridotto a circa 10000
$ikg, Alla luce di cib, si sta cercando Sn migliorare la produzione da parte
di V. niveotomentosa ottimizzando la composizione dei terreni coleurali, la
narura dei precursori ¢ la loro modalicd di somministrazione.

I terpenoidi costituiscono uno dei gruppi pit numerosi di prodorti
naturali ¢ conferiscono un’ampia variet di profumi gradevoli. Diversi ter-
penoidi sintetizzan de novo da funghi filamentosi sono utilizzat nell'indu-
stria alimentare ¢ monoterpeni ampiamente disponibili, quali e-pinene ¢
limonene, possono essere usati come substrati per la bioconversione in
aromi. Aleuni funghi, ad esempio, sono in grado di modificare il (R)-(+)-
limonene, i terpene pid diffuso in natura dopo e-pinene, in different
metaboliti; parncolarmente studiat sono Penicillium digisatum e Coryne-
spora cassiicola, in grado di trasformare (R)-(+)-limonene in {R)-{+)-terpi-
neolo ¢ yrerpinene, con rese di produzione, in coltura liquida, vicine al
50%. 1l verbenone, in quanto principale componente degli aromi della
fragola, del lampone ¢ della menta, & una molecola economicamente mol-
to importante che si ortiene per idrossilazione dell'e-pinene con formazio-
ne di verbenolo, successivamente ossidato a verbenone. Alcune specie di
Aspergilius ¢ Penicillium e Botrytis cinerea sono in grado di catalizzare tali
reazioni; in particolare, Fimpiego di un mutante auxotrofo di A, miger ha
permesso di incrementare le rese di produzione dal 10 al 25%.

Questi ¢ molti altri esempi sono possibili poiché 1 funghi hanno un
enarme potenziale biochimico, ancora poco sfructato, per la produzione di
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aromi ¢ fragranze. Attualmente, tureavia, nessuna di queste bioconversio-
ni & effettuata su larga scala a causa dei costi ancora proibitivi: per avviare
processi economicamente vantaggiosi si dovrebbera raggiungere rese di

roduzione di almeno 1-20 glf?sprincipali fattori limitand derivano dal

tto che molti aromi o i loro precursori sono tossici per il fungo ¢ inibi-
scono il merabolismo fungino anche a concentraziont molto basse; inol-
tre, spesso | precursori sono poco solubili in acqua, per cui bisogna lavo-
rare con co-solventi per aumentarne la biodisponibilira.

Conclusioni

| funghi filamentosi dominano decisamente la scena delle biotecnologic ¢
il loro impiego & destinaro a crescere in maniera esponenziale nei prossimi
decenni. [ princigal.i sviluppi niguarderanno P'uso di questd organismi
come “fabbriche biologiche® per la produzione di proteine eterologhe ¢
molti altri metaboliti. Lottimizzazione delle potenzialic di questi organi-
smi potrd derivare, in particolare, dallo sviluppo di strategie comuni per
l'organizzazione di collezioni di funghi di interesse industriale, dalla pia-
nificazione di metodi rapidi di screening per la ricerca e l'ideatificazione
di metaboliti utili, dalla migliore comprensione della genetica e della fisio-
logia, nonché dall'individuazione delle migliori condizioni per Ja loro col-
tivazione ¢ fermentazione in condizioni axeniche.
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