PREFAŢĂ


Drojdiile ca aliment - medicament, sunt două ipostaze în care aceste microorganismele au însoţit dezvoltarea civilizaţiei prin aplicaţii biotehnologice clasice şi moderne. Utilizarea tehnologiei de expresie a diferitelor gene în celula acestor microorganisme eucariote, poate duce la găsirea tratamentului unor maladii grave ale omenirii, cu incidenţă din ce în ce mai mare şi la dezvoltarea unor categorii de produse cu rol terapeutic major.

INTRODUCERE

Tulpinile de drojdii folosite în industria berii, în panificaţie, vinificaţie sau în producerea de alcool, proteine, aminoacizi şi alte substanţe biologic active sunt specifice pentru fiecare domeniu. Ţinând seama de faptul că, în general, tulpinile industriale sunt poliploide şi/sau aneuploide care de cele mai multe ori sunt instabile, obţinerea de noi tulpini cu parametri biologici şi economici superiori, care să asigure randamente ridicate şi produse de calitate superioară, trebuie să constituie o preocupare a tuturor specialiştilor din unităţile industriale (biologi, biochimişti, ingineri tehnologi). Această acţiune este posibilă numai în condiţiile existenţei în fiecare unitate industrială a unei colecţii de drojdii de laborator şi industriale şi a îmbogăţirii acestora cu noi specii şi tulpini cu proprietăţi biologice cunoscute (stabilitate genetică, grad de ploidie, capacitate de metabolizare şi asimilare).

Mulţi ani selecţia şi hibridarea s-au folosit ca metode de bază şi unice pentru obţinerea de noi tulpini şi hibrizi sau pentru ameliorarea unor parametrii a tulpinilor aflate în producţie. În ultimele decenii, pe măsura înregistrării unor progrese semnificative în cunoaşterea structurii genomurilor nuclear şi mitocondrial şi a elaborării unei hărţi genetice, s-a lărgit gama tehnicilor folosite pentru ameliorarea drojdiilor industriale, utilizându-se mutageneza, poliploidia, recombinarea genetică şi transferul de gene.

După cum se ştie, speciile de drojdii industriale sunt în general caracterizate printr-o seria de trăsături care împiedică aplicarea tehnicilor clasice de analiză genetică ca, de exemplu; homotalism/heterotalism, poliploidia, aneuploidia slabă sau absenţa sporulării şi vialbilitatea scăzută a sporilor. Depăşirea sterilităţii se realizează prin împerecherea ascosporilor prototrofi MAT - ( şi MATa, fuziunea de protoplaşti, transferul de cromozomi prin complementaţia prototrofică. Prin această ultimă tehnică s-au înregistrat contribuţii valoroase în descifrarea structurii genomului la drojdiile industriale. Acest procedeu se bazează pe avantajul mutaţiei karl – 1, care blochează fuziunea nucleară a celulelor împerecheate. Mutaţia karl -1, împiedică cariogamia în celulele fuzionate, când este prezentă într-unul dintre nuclee. Acest blocaj are ca rezultat producerea de descendenţi citoducţi, având nucleul de la o celulă şi elementele genetice citoplasmatice (extranucleare) de la cealaltă celulă. Citoducţia mediată de karl – 1 a fost folosită pentru transferul plasmidei 3(m între diferite tulpini, iar prin utilizarea unor tulpini marcate poate fi folosită şi pentru transferarea cromozomilor de la drojdiile industriale la tulpinile haploide de laborator. Sterilizarea ridicată şi viabilitatea scăzută a sporilor sprijină concluzia că multe tulpini de drojdii industriale sunt hibrizi amfiploizi, în care fiecare cromozom există în mai multe forme homeoloage.

Obiectul ameliorării variază în funcţie de produs şi de facilităţile de producţie şi include: stabilitatea genetică în timp, creşterea eficienţei sau productivităţii, reducerea costului de producţie, diversificarea mediilor de cultură, îmbunătăţirea calităţii produselor şi obţinerea de noi produce (coloranţi, hormoni, vaccinuri). Identificarea chiar şi a unei singure gene benefice şi transferarea scesteia la tulpinile industriale ar influenţa favorabil proprietăţile biologice şi implicit calitatea produselor.


Introducerea tehnicilor de manipulare genetică la drojdiile industriale este condiţionată de elaborarea hărţilor genetice ale acestora. În momentul de faţă există o hartă genetică pentru S. Cerevisiae ce conţine 17 grupe de linkage şi 586 gene şi se desfăşoară intense cercetări pentru elaborarea hărţilor genetice la Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces carlbergensis, Saccharomycopsis (Candida) lipolytica şi la Kluyveromyces lactis. În acelaşi timp, s-a trecut la cartarea genomului mitocondrial şi a hărţilor de structură fină a genelor TRPs, ade8, cyc1 de la S. cerevisiae.

Existenţa hărţilor genetice de la tulpinile de drojdii, care se folosesc în producţie, este motivată de constatarea că există diferenţe de la o tulpină la alta ce aparţin aceleiaşi specii, dacă nu în privinţa setului de gene, cel puţin în poziţia acestora şi a distanţelor dintre gene adiacente.

Studiul comparativ al unui sector din cromozomul 10 de la S. cerevisiae şi două tulpini de S. carlsbergensis sprijină concluzia că genomurile sunt structuri dinamice în care se reaklizează rearanjamente ADN ce duc la variaţii în secvenţele de baze în celulele aceluiaşi organism. În afara elementelor genetice transpozabile, de la procariote şi eucariote, pentru care nu s-au stabilit funcţii sigure, s-au evidenţiat mecanisme ce implică rearanjamentele ADN, cu consecinţe în expresia genelor.

De această nouă realitate trebuie să se ţină seama în experimentele de ameliorare a drojdiilor industriale sau de obţinerea de noi tulpini şi hibrizi cu proprietăţi biologice şi parametri economici superiori.

Pentru creşterea randamentului producţiei recombinante, bilogic active, pe bază de drojdii au fost utilizate două modalităţi majore: tehnici de genetică moleculară şi tehnologia de fermentaţie. Pentru dezvoltarea drojdiilor sunt utilizate câteva opţiuni de cultivare a drojdiilor recombinante într-o largă gamă de bioreactoare, în care mediul de dezvoltare nutriţională poate fi manipulat şi controlat sub variate aspecte.


Dezvoltarea celulară activă şi niveluri ridicate de biomasă, pot fi asociate în general cu rate şi niveluri înalte de biosinteză a proteinei recombinate într-o gamă largă de bioreactoare, în care mediul de dezvolatre nutriţională poate fi manipulat şi controlat sub variate aspecte. Dezvoltarea celulară activă şi niveluri ridicate de biomasă, pot fi asociate în general cu rate şi niveluri înalte de biosinteză a proteinei recombinate, făcând procesul de fermentaţie mult mai economic. Tehnologia fed-batch este utilizată la obţinerea drojdiilor de panificaţie, la densităţi celulare ridicate, utilizând melasa ca substrat pentru dezvoltare. Modul de propagare fed-batch are avantaje paritculare legate de reducerea efectelor cauzate de inhibiţia de substrat şi produs şi represia catabolică a respiraţiei. O posibilă constrângere tehnologică în atingerea de concentraţii celulare foarte mari este evitarea limitării oxigenului. Aceste probleme pot fi eliminate printr-un control strict al oxigenului dizolvat şi al agitării. De exemplu, această tehnică a fost utilizată pentru atingerea unor densităţi celulare foarte mari cu Pichi pastoris (420g biomasă celulară umedă) în producţia de fragmente de trombomodulin recombinat.

Procesele de prelucrare a mediilor de fermentaţie care conţin proteine recombinante şi purificarea lor din celulele de drojdie sau din mediile de fermentaţie, sunt etape cruciale în comercializarea drojdiilor modificate genetic. Recuparerea proteinelor de expresie intracelulară, se realizează cu dificultate, deoarece necesită ruperea sau hidroliza peretelui celular al acestor drojdii. Pentru purificare sunt folosite proceduri variate care includ centrifugarea, ultrafiltrarea, precipitarea şi tehnici cromatografice. Metodele specifice de purificare a proteinelor recombinante intracelulare din drojdii sunt utilizate la obţinerea interferonului ( 8 şi a ( 1 – antitripsină.
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