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Microrganismi di interesse biotecnologico 

1) Escherichia coli 

 

2) Streptomyces 

 

3) Bacillus 

 

1) Saccaromyces cerevisiae 

 

2) Funghi filamentosi 

La conoscenza delle loro caratteristiche (biochimica, genetica e fisiologia) 

aiuta a comprenderne il ruolo nell’ambiente in cui si trovano a vivere e 

a desumerne le proprietà che li fanno preferire nella scelta per possibili  

applicazioni biotecnologiche. 
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Microrganismi di interesse biotecnologico 

Il primo ceppo di E. coli fu isolato ed identificato nel 1885  da Theodore von Escherich  
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Sono circa 4500 i geni identificati e, all’interno di questi, di almeno 

1800 se ne ignora la specifica funzione !!! 
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Microrganismi di interesse biotecnologico 

- Nel 1944 Avery, McLoad e McCarthy rivelarono i principi su 

cui si basa il processo di trasformazione; 

 

- Nel 1946 Edward Tatum isolò i primi mutanti di Escherichia 

coli; 

   

- Nel 1946 Joshua Lederberg insieme a Tatum scoprì  e studiò a 

fondo il processo della coniugazione batterica; 

 

- Nel 1952 Lederberg insieme a Zinder mostrarono i 

meccanismi del processo della trasduzione nei fagi. 

 

Mediante l’uso di tre strumenti, i mutanti, la coniugazione e la 

trasduzione, è stato possibile eseguire un’analisi genetica di E. 

coli. Ciò ha portato ad incrementare negli anni la conoscenza dei 

geni di E. coli. 

 

Escherichia coli 
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Caratteristiche generali di Escherichia coli 

-     E’ un batterio Gram-negativo appartenente al gruppo g dei Proteobatteri, 

 famiglia Enterobacteriaceae; 

 

-E’ eterotrofo, ma anche prototrofo; ricava energia dalla respirazione  

      usando O2 come accettore di elettroni (respirazione aerobia), che nitrato  

 (respirazione anaerobia); 

 

-Può fermentare zuccheri producendo acidi e gas (fermentazione acido-mista); 

 

-Cresce in un intervallo di temperatura tra 37-42 °C con tempi di generazione 

 di circa 20 min in un terreno ricco di nutrienti. 

 

-Vive nel nostro intestino (ambiente termoregolato e ricco di nutrienti), ma anche  

 fuori dal nostro organismo (in un ambiente soggetto a stress diversissimi). 
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Principali strutture cellulari dell’organismo reale di  E. coli 



C
o

rs
o

 d
i B

io
te

cn
o

lo
gi

e 
In

d
u

st
ri

al
i-

M
o

d
u

lo
 P

ro
ce

ss
i 

Principali strutture cellulari dell’organismo reale di  E. coli 

Parete cellulare dei batteri 
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Principali strutture cellulari dell’organismo reale di  E. coli 
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L’organismo virtuale  E. coli 

Banche dati accessibili via Web :  

 

- EcoCyc, Encyclopedia of E. coli K12 Genes and Metabolism 

 (http://ecocyc.org) 

-    The E.coli index 

 (http://ecoli.bham.ac.uk) 

-    CGSC, Coli Genetic Stock Center  presso Yale University 

 

- National BioResouce Project, NBRP E.coli Strain Giappone 

 

- E. coli Genome Project presso Wisconsin University 

http://ecocyc.org
http://ecoli.bham.ac.uk
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Gli strumenti genetici di  E. coli 

- Il genoma di E. coli è contenuta nel nucleoide che contiene, in genere,  DNA circolare  

 (5 milioni di bp); 

 

- Il nucleoide è l’unità di replicazione del batterio e la regione detta oriC (circa 258 bp)  

 guida il processo di replicazione attraverso le proteine che si aggregano a questo livello; 

 

- Esistono anche ceppi di E. coli con cromosomi lineari e, in qualche caso, ceppi con più  

 di un cromosoma; 

 

- In aggiunta al cromosoma batterico vi sono altri elementi genetici come i plasmidi.  

 All’interno dei plasmidi o del nucleoide possono essere presenti elementi genici esterni: 

 

  1) profagi (DNA fagico integrato nel DNA batterico) 

 

  2) trasposoni (geni codificanti per resistenza agli antibiotici) 

 

  3) sequenze da inserzione (geni codificanti per la trasposasi) 

 

  4) isole di patogenicità (geni codificanti per i fattori di virulenza) 
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I processi genetici in  E. coli 

I numerosi elementi genetici possono trasferirsi da un ceppo ad un 

altro attraverso diversi processi: 

 

  1) trasformazione 

 

  2) coniugazione 

 

  3) infezione virale e trasduzione 

 

 

Il passaggio di elementi genetici da una specie all’altra viene a 

realizzarsi per trasformazione, coniugazione o infezione virale, ma 

richiede un meccanismo di ricombinazione. 

 

Si parla di ricombinazione sito specifica nel caso del fago l o di  

ricombinazione non omologa nel caso di elementi trasponibili. 
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I processi genetici in  E. coli 
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La  trasformazione artificiale 

Shock osmotico 

Shock elettrico 

Shock osmotico 

Shock elettrico 

Fusione vescicolare 
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La  trasformazione naturale 
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La  trasformazione naturale  
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La  trasformazione La  trasformazione naturale 
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La  trasformazione artificiale 

Shock osmotico 

Shock elettrico 

Shock osmotico 

Shock elettrico 

Fusione vescicolare 
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La  trasformazione artificiale 

La  trasformazione artificiale è un processo conveniente perché : 

 

1)Permette il trasferimento anche di grossi frammenti di DNA; 

 

2)Consente di clonare ad una efficienza limitata, ma pur sempre  

 significativa; 

 

3)   E’ una tecnica estremamente semplice e poco costosa. 

 



La  coniugazione 

Il prototipo dei plasmidi coniugativi è il Plasmide F, che ha dimensioni notevoli  

(circa 100 kbp) e che è dotato di due moduli : 

 

 

-Il modulo RepF1A 

 E’ responsabile della replicazione autonoma del plasmide (Replicazione vegetativa) 

 

 

-La regione Tra 

 E’ responsabile del trasferimento genico poiché contiene i geni per la costruzione  

 del pilo coniugativo e per il trasferimento del plasmide F alla cellula partner. 
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La  coniugazione 
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Il pilo coniugativo  
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La  coniugazione 
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La  coniugazione 
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La  coniugazione 

Il plasmide F coinvolto nel processo coniugativo può andare incontro a : 

 

 

-Integrazione nel cromosoma batterico (co-integrato) mediante sequenze di  

 inserzione (IS) ; 

 

- Scissione dal co-integrato e sopravvivenza in forma autonoma (F’); 

 

-Replicazione del co-integrato plasmide-cromosoma batterico guidata o dal  

 replicone batterico o da quello plasmidico. 



La  coniugazione 

 Altri plasmidi sono stati isolati da E . Coli e da altri batteri e sono stati utilizzati nei 

più vari esperimenti di ingegneria genetica e poi in applicazioni biotecnologiche : 

 

1)ColE1 (specifico del plasmide pMB1); 

2)RSF1010; (specifico del plasmide incQ); 

3)R6-5 (specifico del plasmide pSC101); 

4)p15A (specifico del plasmide pACYC). 

 

Ogni plasmide ha una struttura genomica unica, il replicone base o origine di replicazione 

(oriR) che lo distingue dagli altri plasmidi. 

 

In esperimenti di coniugazione, o comunque di trasferimento genico nei batteri, bisogna  

evitare di introdurre nella stessa cellula batterica plasmidi con lo stesso replicone poiché  

essi sono incompatibili. Nel tempo e più precisamente nelle successive duplicazioni cellulari 

uno dei due verrà perduto e solo uno sopravviverà. 

 

Plasmidi con repliconi diversi coabiteranno poiché sono compatibili e segregheranno nelle 

cellule figlie dove saranno mantenuti. 
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Infezione virale e trasduzione 
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Infezione virale e trasduzione 
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Infezione virale e trasduzione 
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Ricombinazione  

Si conoscono due meccanismi che sono alla base dei fenomeni di coniugazione  

o di infezione virale e trasduzione  e sono  : 

 

-ricombinazione sito specifica o omologa 

 (mediato dai fagi lambda per es.) 

 

-ricombinazione non omologa 

 (mediato da elementi trasponibili) 

 

 

In tutti i casi, attraverso l’uso di repliconi autonomi  o di fagi o di plasmidi,  

si realizza l’ingresso di nuovo materiale genetico nella cellula con un evento 

che aumenta perciò la diversità genetica. 
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Esempio di ricombinazione in cui si esegue una mutagenesi con doppio 

      crossing over 
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Gli strumenti epigenetici di  E. coli 

Concetto di Restrizione  : alcuni ceppi di batteriofagi sono ristretti o inibiti dall’introdursi 

       in batteri a causa di enzimi di restrizione. 

Concetto di Modificazione : gli enzimi di restrizione tagliano il DNA esogeno soltanto 

           se esso è non modificato epigeneticamente. 

Gli enzimi di restrizione e quelli di modificazione lavorano in collaborazione per  

preservare l’integrità del DNA endogeno del batterio. 

Gli enzimi di modificazione modificano epigeneticamente, appunto,  il DNA endogeno 

attraverso un processo di metilazione, in genere. 
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Restrizione e modificazione 
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Concetto di Restrizione  : alcuni ceppi di batteriofagi sono ristretti o inibiti dall’introdursi 

       in batteri a causa di enzimi di restrizione. 

Concetto di Modificazione : gli enzimi di restrizione tagliano il DNA esogeno soltanto 

           se esso è non modificato epigeneticamente. 

Gli enzimi di restrizione e quelli di modificazione lavorano in collaborazione per  

preservare l’integrità del DNA endogeno del batterio. 

Gli enzimi di modificazione modificano epigeneticamente, appunto,  il DNA endogeno 

attraverso un processo di metilazione, in genere. 

Restrizione e modificazione 
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Restrizione e modificazione 
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Restrizione e modificazione 
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Trasferimento genico da fonte esogena in un plasmide batterico 



Trasferimento genico da fonte esogena in un plasmide batterico 
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Negli esperimenti di clonazione è necessario dotarsi di : 

 

1)Ceppi di E. coli mutati nei sistemi di Restrizione   

 

2)Ceppi di E. coli mutati nei sistemi di Restrizione e Modificazione 

 

3)Enzimi capaci di consentire la manipolazione genetica (DNA ligasi, 

 DNA Polimerasi I o frammento Klenow, DNA Polimerasi T4 eT7). 
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La clonazione molecolare 

Scopi e finalità : 

- sonda per screening 

 

- analisi di espressione  in vitro ed in vivo 

 

- produzione di RNA 

 

- produzione di proteine 

 

- studio di proteine mutate 

 

- diagnostica molecolare 
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Strumenti della clonazione 

Il Vettore o plasmide ingegnerizzato 
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Strumenti della clonazione 

Il plasmide  
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Strumenti della clonazione 
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Strumenti della clonazione 

La  trasformazione artificiale permette il trasferimento di un plasmide all’interno 

      di una cellula batterica ospite  
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Strumenti della clonazione 

I Vettori si compongono di : 

        - fagi (lambda, M13) 

        - plasmidi  (pBR322) 

  a) sistema di replicazione - cosmidi 

        - cromosomi artificiali (BAC, PAC) 

  

  b) sistema di selezione  - geni di resistenza 

 

 

        - trasformazione artificiale 

  c) sistema di gestione  

  del DNA clonato   - trasduzione 

 

        -coniugazione 
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Strumenti della clonazione 

I Vettori si compongono di : 

        - fagi (lambda, M13) 

        - plasmidi  (pBR322) 

  a) sistema di replicazione - cosmidi 

        - cromosomi artificiali (BAC, PAC) 

  

  b) sistema di selezione  - geni di resistenza 

 

 

        - trasformazione artificiale 

  c) sistema di gestione  

  del DNA clonato   - trasduzione 

 

        -coniugazione 
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Strumenti della clonazione 



C
o

rs
o

 d
i B

io
te

cn
o

lo
gi

e 
In

d
u

st
ri

al
i-

M
o

d
u

lo
 P

ro
ce

ss
i 

Strumenti della clonazione 
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Strumenti della clonazione 
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Strumenti della clonazione 



Anche il cloramfenicolo viene inattivato 
per per acetilazione. Il gene cat presente 
in numerosi plasmidie trasposoni  codifica 
per un enzima definito cloramfenicolo 
acetiltransferasi in grado di legare 1 o 2 
gruppi acetile derivati dal acetil-S- 
coenzima A ai gruppi idrossilici del 
cloramfenicolo. Il cloramfeniclo acetilato 
non si lega più al ribosoma 
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Strumenti della clonazione 
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Strumenti della clonazione 

I Vettori si compongono di : 

 

        - plasmidi 

  a) sistema di replicazione - cosmidi 

        - cromosomi artificiali (BAC, PAC) 

  

  b) sistema di selezione  - geni di resistenza 

 

 

        - trasformazione artificiale 

  c) sistema di gestione  

  del DNA clonato   - trasduzione 

 

        -coniugazione 
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Produzione di beni e servizi mediante l’uso di E. coli 

1) Produzione di genoteche 

2) Costruzione di vettori per terapia genica 

3) Manipolazione genica nelle piante, animali 

4) Produzione di sonde diagnostiche 

5) Produzione di proteine specifiche 

6) Studi di espressione di proteine 

7) Produzione di proteine ad uso farmacologico 

8) Produzione di metaboliti primari e secondari 

9) Biotrasformazione 



Produzione di proteine specifiche 
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Produzione di beni e servizi mediante l’uso di E. coli 

1) Modificazioni post-traduzionali 

2) Presenza di endotossine 

3) Sistema d’espressione efficiente e regolato 

4) Localizzazione cellulare 

5) Secrezione e peptidi segnale 

6) Proteine taggate o  etichettate 

 

 

 

L’utilizzo delle tecniche della clonazione e del DNA ricombinante 

sono servite non solo a produrre proteine, ma anche vitamine, amino 

acidi ed acidi organici. 
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E. Coli in laboratorio 

- Genotipo 

 

- Condizioni di coltura (temperatura, sali, antibiotici, fattori di crescita) 

 

- Terreni di coltura 

 

- Selezione 

 

- Conservazione a lungo termine (liofilizzazione) 

 

- Crioconservazione (in terreno minimo addizionato con glicerolo tra il 10 

 ed il 20 %) 
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E. Coli in laboratorio 

- Genotipo 

 

- Condizioni di coltura (temperatura, sali, antibiotici, fattori di crescita) 

 

- Terreni di coltura 

 

- Selezione 

 

- Conservazione a lungo termine (liofilizzazione) 

 

- Crioconservazione (in terreno minimo addizionato con glicerolo tra il 10 

 ed il 20 %) 
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Cosa dobbiamo ricavare dalla lezione su E. Coli ? 


