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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 €

a desumerne le proprieta che li fanno preferire nella scelta per possibili
applicazioni biotecnologiche.
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La scelta di un organismo nella sperimentazione é cruciale nel corso degli studi

che portano a rivelare i meccanismi molecolari alla base di tanti processi.

Poiché I'uomo pur essendo certamente il migliore dei modelli sperimentali, tuttavia
non puo esserlo nella realta per evidenti ragioni etiche e non solo.

Un microrganismo come E. coli per tanti versi ha fornito grandi vantaggi nella
sperimentazione. Dopo E. coli, ovviamente, i lieviti sono stati il modello piu usato che
ha portato a grandi sviluppi nella ricerca di base e in quella applicata.

Infatti entrambi questi modelli hanno una serie di vantaggi :

1)Sono economici

2)Sono facilmente manipolabili in laboratorio

3)Hanno un ciclo rapido di riproduzione

4)Danno luogo a una numerosa progenie

5)Hanno una sequenza genomica estesamente conosciuta

6) Consentono 1’uso delle tecnologie genetiche e molecolari piu avanzate.
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Microrganismi di interesse biotecnologico
| lieviti

| lieviti per il loro impiego nelle fermentazioni alcoliche, nella panificazione,
costituiscono i microrganismi piu antichi (le prime testimonianze risalgono

ai sumeri ed agli egizi ') e sono percio considerati ideali nelle applicazioni
biotecnologiche. Difatti, Saccaromyces cerevisiae € oggi definito come specie
GRAS (Generally Recognized As Safe) poiché le molecole prodotte da esso sono
assolutamente innocue per 1’uomo.

Accanto alle caratteristiche metaboliche sviluppate da Saccaromyces cerevisiae
nell’industria alimentare, questo ceppo di lievito ¢ anche diventato molto presto
un macchinario di produzione di proteine attraverso le tecniche di DNA
ricombinante che hanno permesso la completa manipolazione del suo genoma.

A questo proposito, il genoma di Saccaromyces cerevisiae é stato il primo fra
gli eucarioti ad essere completamente sequenziato.
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Alcuni cenni storici su Saccaromyces cerevisiae :

-Nel 1812 Louis Gay-Lussac propone la relazione tra la trasformazione
del glucosio in alcol etilico escludendo I’intervento nel processo di
fattor1 biologici come per la sintesi dell’urea (microrganismi ?);

-Nel 1860 Louis Pasteur con i suoi esperimenti di fermentazione sui sughi di
barbabietole defini la necessita della presenza dei lieviti per ottenere la
trasformazione del glucosio in etanolo, anche in assenza di aria (0ssigeno);

-Nel 1897 i fratelli Buchner proposero poi che, non gia I’integrita dei lieviti
presenti nella cultura, quanto piuttosto la presenza di catalizzatori biologici
(gli enzimi !) risulti cruciale per la trasformazione glucosio-alcool etilico.
Si puo far risalire proprio a questi anni la nascita della Biochimica come disciplina
avente una sua propria dignita ed autonomia.
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I palloni “ a collo di cigno” usati da Louis Pasteur nei
suoi esperimenti di fermentazione
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Alcuni cenni storici su Saccaromyces cerevisiae :

-Nel 1812 Louis Gay-Lussac propone la relazione tra la trasformazione
del glucosio in alcol etilico escludendo I’intervento nel processo di
fattori biologici (microrganismi ?);

-Nel 1860 Louis Pasteur con i suoi esperimenti di fermentazione sui sughi di
barbabietole defini la necessita della presenza dei lieviti per ottenere la
trasformazione del glucosio in etanolo, in presenza e in assenza di 0ssigeno;

-Nel 1897 i fratelli Buchner proposero poi che, non gia I’integrita dei lieviti
presenti nella cultura, guanto piuttosto la presenza di catalizzatori biologici
(gli enzimi !) risulti cruciale per la trasformazione glucosio-alcool etilico.
Si puo far risalire proprio a questi anni la nascita della Biochimica come disciplina
avente una sua propria dignita ed autonomia.
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Microrganismi di interesse biotecnologico

| lieviti appartengono al gruppo degli Ascomiceti e percio sono dei funghi unicellulari
Sono quindi eucarioti unicellulari e cio costituisce un grosso vantaggio poiche e subito
diventato un organismo modello.
| lieviti, infatti, offrono numerosi vantaggi :

- hanno genomi piccoli rispetto agli altri eucarioti;

- possono crescere in laboratorio in maniera semplice come fanno i batterti;

- a dispetto della loro semplicita, hanno le stesse caratteristiche generali degli
eucarioti multicellulari.
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Principali strutture di una cellula di lievito

7

(%]

§ Vascicela

= secretona Parete Spazic

2 Membrana [ Esocitosi ;?e'rip}as'fmtico

3 :

®)

= i Golgi iz o

= : fOMosoma

g Granulo J -

© lipidico Y

£

@

> Plasmide

© 2 pm

S

o

o

o .

= ONA Reticolo

o mitocondriate pCOPENTCS

S Fua Y, ?sbosom
Ribosomi liber: —~— \ it

Cicatrice ¢i gemmazicns Polimetatosfato



‘»n
(7p]
Q
O
o
| -

o

o
)

©
o

=
©

e
)
(%]
>

©

=

9
o70]

9
o
C
(@)
Q
s

2

(a 8]

T
o
[%5]
| -
(e

o

Microrganismi di interesse biotecnologico

Albero filogenetico della vita

Bacteria Archaea Eucarya

Green
nonsulher

bacteria
ne
Gram Meaethanomicrobiales
Purple positives | Methancbacteriales oxtreme
bacteria Matophiles Ciliates
Methamococcalen
Thermococaalea
Cyanobacteria
Flageliates
Bacteroides
Microsporidia
Thermotoga
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Pseudomicelio di Candida albicans e micelio con spore
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Cellula di Saccaromyces cerevisiae durante la gemmazione
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Dopo la gemmazione nella cellula madre si evidenziano anche piu cicatrici
che denotano I’eta della cellula madre
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Microrganismi di interesse biotecnologico

Tra le strutture dei lieviti la parete cellulare svolge un ruolo importante
che non e soltanto quello di protezione.

E’ costituita per il 50% di glucani, per il 2% di chitina e per il 40 % di
mannoproteine.

Sono proprio queste ultime glicoproteine responsabili della flocculazione nelle
colture di lieviti.
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Ciclo vitale del Saccaromyces cerevisiae

Incrocio
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Ciclo vitale del Saccaromyces cerevisiae
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Microrganismi di interesse biotecnologico

Ciclo vitale del Saccaromyces cerevisiae
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Ciclo vitale del Saccaromyces cerevisiae

Un asco con quattro spore aploidi Un micromanipolatore
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Ciclo vitale del Saccaromyces cerevisiae

Incrocio
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Analisi delle tetradi di Saccaromyces cerevisiae su piastra di agar
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del Sannio

Il genoma di Saccaromyces cerevisiae ha mostrato alcune proprieta interessanti:
-Ha una dimensione di 12 Mb;

-Comprende 16 cromosomi;

-E molto compatto;

-Possiede regioni intergeniche non molto estese (pochi introni !);

-Possiede circa 6000 ORF,;

-Molte regioni sono sinteniche ;

-Le regioni ripetute sono frutto di processi di duplicazione durante I’evoluzione di
Saccaromyces cerevisiae.

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Mappatura del cromosoma 4 di Saccaromyces cerevisiae e indicazione
delle regioni sinteniche presenti sugli altri cromosomi
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Struttura del plasmide 2 di Saccaromyces cerevisiae
A (FLP)
REP1 e REP2= Replicazione
FLP=Ricombinazione

D=Funzione non nota 2 micron B(REP1)
C(REP2)

(isomero A)

ORI=0Origine Replicazione 6318bp

STB=Stabilita

STB

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

Il plasmide 2 ¢ ad alto numero di copie (= 50)
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Il plasmide 2u di Saccaromyces cerevisiae :

-E stato utilizzato sia per introdurre in lievito geni eterologhi a scopo di
studio che per scopi industriali;

-Ha permesso di costruire vettori navetta capaci di replicarsi sia in E. coli
che in lievito;

-Sono corredati sia di origine di replicazione e di markers di selezione che
consentono la sua replicazione autonoma sia in E. coli che in lievito.
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La manipolazione genetica di Saccaromyces cerevisiae si e sviluppata
fin dagli anni ’80 man mano che sono stati elaborati e messi a punto
protocolli diversi e sempre piu efficienti di trasferimento di DNA esogeno:

-Un primo metodo é basato sulla digestione della parete cellulare con B-glucanasi
In presenza di uno stabilizzatore osmotico quale il sorbitolo e glicole polietilenico

(PEG);

-Un secondo metodo prevede un trattamento con sali di litio cloruro in presenza
di PEG (polietilenglicole);

-Un terzo metodo ¢ basato sull’elettroporazione, una tecnica, che, sfruttando I’
applicazione di una corrente elettrica, porta alla formazione di pori nel
rivestimento cellulare del lievito.
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La manipolazione genetica € resa possibile dalle tecniche di trasferimento
genico nelle cellule di lievito, ma e certamente favorita dal processo di
ricombinazione omologa che in Saccaromices Cerevisiae ha una frequenza
assal piu alta di quanto avvenga in altri tipi di lievito.

Per ricombinazione omologa si intende quel processo genetico che prevede
I’appaiamento di sequenze nucleotidiche perfettamente identiche, tra le quali

si realizza un evento di crossing-over intermolecolare.

Esempi di ricombinazione omologa sono rappresentati da due tipologie di
strategie ricombinative :

-Gene targeting o indirizzamento genetico

-Gene replacement o sostituzione genica
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Gene targeting o indirizzamento genetico

~ URA3
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Gene replacement o sostituzione genica

Un plasmide contiene un gene
cromosomico con parte delle
sue sequenze fiancheggianti

Il gene URAZ viene usato per
interrompere e sostituire del
tutto o in parte il gene prescelto

Un frammento lineare viene
ottenuto per digestione ad
appropriati siti di restrizione

Ricombinazione fra i terminali
del frammento lineare e la copia
cromosomica del gene prescelto
per inserzione/delezione
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La tecnologia del microarray
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Fig.5 Prova di espressione
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La tecnologia del microarray

A. RNA Isolation
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e Studio di espressione genica mediante tecnologia del microarray
e In Saccaromices Cerevisiae dopo stimolazione ambientale
.G 2 \330:::.()\\\

(%] )

() &S &

(@] &

o

(a

i)

>

© A

@) B

2 (

© }

=

%2

>

©

<

)

D_D -

@)

B -“K.

S - M

]

° 20

& pr

-

O

%

o

© L=

HX HX
repressed  induced

A cura di Stefano Donadio e Gennaro Marino Biotecnologie microbiche Copyright 2008 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana



Microrganismi di interesse biotecnologico
La tecnologia del doppio ibrido

Esempio:
LacZ - Saggio colorimetrico (blu/bianco)
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Oltre al Saccharomyces Cerevisiae altri ceppi di lievito sono stati isolati

e studiati per le specificita di funzione e per le potenzialita utili in diverse
applicazioni biotecnologiche :

-Candida albicans (ceppo altamente patogeno)

-Schizosaccharomyces pombe (ceppo utile per lo studio del ciclo cellulare)
-Kluyveromyces lactis (utile nella fermentazione del siero del latte )
-Pichia Hansenula (utilizzato per produrre biomassa)

-Pichia Pastoris (utilizzato per la produzione di proteine ricombinanti)

-Yarrowia lipolytica (utilizzato per la produzione di acido citrico).
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NS Due diversi dispositivi per I’elettroforesi pulsata
| del Sannio
a) OFAGE Elettrodi

o | 2
N—~7

Elettrodi

b) FIGE Elettrodo

Gel

!

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi

Elettrodo
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et Stach Risultato della separazione ottenuta mediante 1’elettroforesi pulsata

dei Sannio

zosaccharomyces

Saccharomyces
nbe

Cerevisiae
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Le cellule di specie particolari di lievito sono utilizzate soprattutto in alcune
Produzioni industriali :

- produzione di bevande alcoliche;
- produzione di bioetanolo

- produzione di proteine ricombinanti

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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| lieviti nella produzione di bevande alcoliche (vino, birra)
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| lieviti nella produzione di bevande alcoliche (vino)

(f S. cerevisiae ‘\ f non-Saccharomyces \

yeasts
s Candida

"-“.-,', " Hanseniaspora
%:

@ Metschnikowia
- Torulaspora

e‘;’ﬁ Kluyveromyces .

‘»n
(7p]
Q
O
o
| -

o

o
)

©
o

=
©

e
)
(%]
>

©

=

9
o70]

9
o
C
(@)
Q
s

2

(a 8]

T
o
[%5]
| -
(e

o

{ High fermentative capacity
High flavour complexi
Q Fast fermentation rates 0 . v
0 High tolerance to fermentation O AR e
Conditions (pH, ethanol, 0,) J Low fermentative activity
0 Low risks of spoilage .
g Stuck fermentations
\\U Less variety of flavour compounds j \&Q High risks of spoilage J

Albergaria H and Arneborg N. Appl. Microbiol Biotecnolo. (2016)
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Fattori che influenzano la vitalita dei lieviti nella produzione di vino

Table1  Anoverview of the impact of environmental factors on survival and fermentation performance of non-Saccharomyces yeasts, as well as on the

dominance of S. cerevisiae, duning alcoholic fermentation

non-Saccharomyces yeasts Environmental factor

Impact on survival and References
fermentation performance

L. thermotolerans
T. delbrueckii

C. zemplinina

H. wvarum

H. guilliermondii
1. delbrueckii

C. zemplinina

H. uvarum

H. guilliermondii
L. thermotolerans
T. delbrueckii

M. pulcherrima

C. zemplinina
H. uvarum

K. marxianus
P. fermentans

Low oxygen availability

High ethanol level

Low nitrogen/other nutrient

concentration

High emperature (above 15-20 °C) Decreases viability and inhibits growth of

T delbrueckii has higher oxygen requirements (Brandam et al. 2013;
than S. cerevisiae; Hanl et al. 2005;
Oxygen increases the specific glucose uptake Hansen et al. 2001;

Nissen et al. 2004;
Taillandier et al. 2014)

rates (g,) at all residual glucose concentrations;

Oxygen increases fermentation rates and
competitiveness

Able to finish off wine fermentations but at a
slower rate than S. cerevisiae

Can stand much higher ethanol concentrations in (Albergaria 2007,
single-culture fermentation (up to 10 % v/v) Pérez-Nevado et al. 2006;
than previously thought (4-5 % v/v) Pina et al. 2004)

Fermentation capacity of C. zemplinina, H. uvarum (Albergaria 2007;
and H. guilliermondii increases with unknown Kemsawasd et al. 2015b;
micronutrients Taillandier et al. 2014)
Different nitrogen sources impact differently on
fermentation performance
I' delbrueckii has higher nitrogen requirements
than S. cerevisiae
(Goddard 2008;
Salvadé et al. 2011;
Williams et al. 2015)

non-Saccharomyces and increases fitness
advantage of S. cerevisiae

Albergaria H and Arneborg N. Appl. Microbiol Biotecnolo. (2016)
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Meccanismi che sono causa dell’antagonismo dei lieviti nella produzione di vino

Table 2 Summary of the main studies carried out to investigate the mechanisms underlying the antagonism of S. cerevisiae against non-
Saccharomyces yeasts and lactic acid bacteria

Microbial species Interaction description Death-inducing mechanism References

L. thermotolerans Early growth arrest and death in mixed-cultures Cell-to-cell contact (Nissen and Arneborg 2003;

T. delbrueckii with S. cerevisiae cells in direct contact;
No death occurs when yeast species are
physically separated by a cellulose membrane

H. guilliermondii Early death during mixed-culture fermentations

H. wvarum with S. cerevisiae
Death in S. cerevisiae fermentation supematants
D. bruxellensis ~ Death and/or growth inhibition in S. cerevisiae’s

H. guilliermondii fermentation supernatants
K. marxianus

L. thermotolerans

T. delbrueckii

0. oeni

H. uvarum Early disappearance in co-cultures with S. cerevisiae

T. delbrueckii cells in direct contact and with yeast cells
physically separated by a cellulose membrane

I delbrueckii Death in co-cultivation with S. cerevisiae cells in

direct contact
No death in co-cultivation with S. cerevisiae cells
physically separated by a cellulose membrane
L. thermotolerans Early death in co-culture fermentations performed
both with yeasts physically separated by a
cellulose membrane and in direct contact
Inhibition of growth and malolactic fermentation
in grape musts fermented by S. cerevisiae strains

0. oeni

Presence of viable S. cerevisiae cells at Nissen et al. 2003)

high density

Toxic compounds/antimicrobial peptides  (Pérez-Nevado et al. 2006;

produced by S. cerevisiae at high cdl Albergaria et al. 2010)
density
GAPDH-derived peptides secreted by (Albergana et al. 2013;

different S. cerevisiae strains Branco et al. 2014, 2015)

(Wang et al. 2015;
Taillandier et al. 2014)

No cell-to-cell contact mechanism;

No environmental factor (Le. oxygen,
nitrogen; ethanol),

Unknown toxic compounds excreted to
the fermentation medium

Cell-to-cell contact mechanism (Renault et al. 2013)

Combined cell-to-cell contact mechanism  (Kemsawasd et al. 2015a)
and GAPDH-derived AMPs secreted by
S. cerevisiae

Antimicrobial proteinaceous compounds
(peptides with MW < 10 kDa)

(Comitini et al. 2005;
Nehme et al. 2010;

Osbome and Edwards 2007)

Albergaria H and Arneborg N. Appl. Microbiol Biotecnolo. (2016)
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Produzione di proteine ricombinanti

- Vettori replicativi

- Vettori integrativi

- Stabilita plasmidica

- Insensibilita all’effetto Crabtree (che limita la crescita in alto glucosio)
- Cassette di espressione

- Promotori inducibili e forti

- Secrezione

- Glicosilazione

Corso di Biotecnologie Industriali-Modulo Processi
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Tabella 5.1 Secrezione di proteine ricombinanti in K. lactis e in S. cerevisiae messi a confronto.

| promotori usati sono quelli della fosfoglicerochinasi (PGK), B-galattosidasi (LAC) e di uno dei geni del metabolismo
del galattosio (Gal7). | segnali di secrezione sono quelli della tossina killer, del feromone o e il segnale proprio della
B-lattoglobulina.

Prodotto Origine Promotore Segnale K. lactis S. cerevisiae Unita
a-amilasi topo PGK killer 0,527 0,141 pmoli/min/ml
HSA umana LAC4 killer 400 150 mg/mi
Prochimosina bovina LAC4 a-factor 333 2,3 clotting unita/ml
B-lattoglobulina ovina PGK nativo 50 5 mag/l
Interleuchina-1§ umana PGK killer 80 2 pa/ml
Lisozima umana Gal7 killer 7 2,5 pg/ml
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