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Durante il periodo di studio svoltosi presso il Dipartimento di Biochimica dell’Università di Cambridge, la Dott.ssa Annarita Poli ha frequentato il laboratorio del Prof. Stephen Oliver per svolgere il programma di ricerca dal titolo: “Sviluppo di microrganismi ricombinanti capaci di produrre estremozimi amilolitici per la produzione di bioetanolo”. A tale scopo è stata studiata la possibilità di clonare il gene che codifica per l'enzima amilasi dal batterio Anoxybacillus amylolyticus (un nuovo batterio termofilo isolato dal gruppo proponente in Antartide) nell'ospite Saccharomyces cerevisiae. 

Per lo svolgimento del suddetto progetto, è stato estratto il DNA genomico dal microrganismo termofilo a partire da 0.1 g di cellule liofile. E’ stata determinata la concentrazione del DNA ottenuto mediante l’utilizzo del Nanodrop Instrument, (un apparecchio che permette di determinare concentrazione di acidi nucleici usando piccoli volumi) che è risultata di circa 250 ng/(l. Il genoma è servito come "stampo" per la Reazione di Polimerizzazione a Catena (Polymerase Chain Reaction, PCR), tecnica che prevede l’amplificazione di una sequenza di DNA (nel nostro caso del gene che codifica per la proteina alfa amilasi) di cui si conoscono gli estremi. Per la sua realizzazione si ha bisogno di una sequenza da amplificare, dNTP (desossiribonucleotidi trifosfati, come ATP, CTP, GTP, TTP), Primer (Sequenze di oligonucleotidi complementari agli estremi della sequenza da amplificare), TAQ (un’enzima con attività polimerasica estratta da un termofilo, in grado di non denaturarsi ad alte temperature), e una soluzione tampone necessaria per la reazione di propagazione. La PCR si realizza attraverso una serie di cicli ognuno dei quali composto da tre fasi: 
a) La soluzione di DNA da replicare, insieme ai desossiribonucleotidi trifosfati, ioni magnesio, primer e DNA polimerasi viene portata a una temperatura compresa tra 94 e 99°C. Ciò causa l’apertura della doppia elica del DNA (fase di denaturazione) e il DNA si presenta come singolo filamento. 
b) Successivamente la temperatura viene abbassata fino a 30-55 C circa al fine di permettere il legame , l’appaiamento dei primer alle regioni complementari dei filamenti di DNA denaturati (fase di annealing). 

c) Infine la temperatura viene alzata fino a 65-72 C al fine di massimizzare l'azione della DNA polimerasi che determina un allungamento dei primer legati, utilizzando i deossinucleotidi trifosfati, e come stampo il filamento singolo di DNA (fase di propagazione), Fig. 2. 
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Fig.1 Schema della Polymerase Chain Reaction.

Il ciclo descritto viene ripetuto generalmente per circa 30 volte (Fig.1).

Al fine di disegnare i primers opportuni sono stati studiati e confrontati i geni codificanti le amilasi batteriche. Analizzando le sequenze geniche raccolte nelle principali banche dati (EMBL, Swiss Prot, NCBI, ecc) è stato osservato che nessuna sequenza dell’enzima amilasi, appartenente alle specie del genere Anoxybacillus, è depositata presso tali banche. Ciò era prevedibile essendo il genere Anoxybacillus abbastanza recente in quanto descritto per la prima volta nel 2000 (Pikuta et al. 2000) e includendo ad oggi, solo 10 specie, compresa l’Anoxybacillus amylolyticus. Dallo screening effettuato sono stati selezionati due geni codificanti alfa amilasi batteriche appartenenti a specie del genere Geobacillus. Tale genere è filogeneticamente “vicino” all’ Anoxybacillus, nello specifico per l’omologia delle sequenze del 16S rRNA, fondamentali per la costruzione degli alberi filogenetici. In particolare sono stati studiati i geni codificanti le alfa amilasi appartenenti alle specie Geobacillus stearothermophilus e Geobacillus thermodenitrificans. In figura 2 è riportato l’allineamento, ottenuto mediante il programma Clustal, della sequenza codificante l’enzima alfa amilasi da G. stearothermophilus (EMBL accession number DQ852663) e della sequenza dell’alfa amilasi da G. thermodenitrificans (EMBL accession number EU326031). 

CLUSTAL 2.0.5 multiple sequence alignment

DQ852663        GTGCTAACGTTTCACCGCATCATTCGAAAAGGATGGATGTTCCTGCTCGCGTTTTTGCTC 60

EU326031        ATGCTGACCTTTCATCGCATTATTCGCAAAGGCTGGATGTTTCTGCTGGCGTTTCTGCTG 60

                 **** ** ***** ***** ***** ***** ******** ***** ****** **** 

DQ852663        ACTGCCTTGCTGTTCTGCCCAACCGGACAGCCCGCCAAGGCTGCCGCACCGTTTAACGGC 120

EU326031        ACCGCGCTGCTGTTTTGCCCGACCGGCCAGCCGGCGAAAGCGGCGGCGCCGTTTAACGGC 120

                ** **  ******* ***** ***** ***** ** ** ** ** ** ************

DQ852663        ACCATGATGCAGTATTTTGAATGGTACTTGCCGGATGATGGCACGTTATGGACCAAAGTG 180

EU326031        ACCATGATGCAGTATTTTGAATGGTATCTGAGCTGCGATCCGCAGAGCTTTAGCGAACCG 180

                **************************  **      ***     *   *  * * **  *

DQ852663        GCCAATGAAGCCAACAACTTATCCAGCCTTGGCATCACCGCTCTTTGGCTGCCGCCCGCT 240

EU326031        CCGCAGTGCGAAGTGAAAGTGGCGAACCTGGGCATTACCGCGCTGTGGCTGCCGCCGGCG 240

                 *  *    *     **  *  * * *** ***** ***** ** *********** ** 

DQ852663        TACAAAGGAACAAGCCGCAGCGACGTAGGGTACGGAGTATACGACTTGTATGACCTCGGT 300

EU326031        TATAAAGGCACCAGCCGCAGCGATGTGGGCTATGGCGTGTATGATCTGTATGATCTGGGC 300

                ** ***** ** *********** ** ** ** ** ** ** **  ******* ** ** 

DQ852663        GAATTCAATCAAAAAGGGGCCGTCCGCACAAAATACGGAACAAAAGCTCAATATCTTCAA 360

EU326031        GAATTTAACCAGAAAGGCGCGGTGCGCACCAAATATGGCACCAAAGCGCAGTATCTGCAG 360

                ***** ** ** ***** ** ** ***** ***** ** ** ***** ** ***** ** 

DQ852663        GCCATTCAAGCCGCCCACGCCGCTGGAATGCAAGTGTACGCCGATGTCGTGTTCGACCAT 420

EU326031        GCGATTCAGGCGGCGCATGCGGCGGGCATGCAGGTGTATGCGGATGTGGTGTTTAACCAT 420

                ** ***** ** ** ** ** ** ** ***** ***** ** ***** *****  *****

DQ852663        AAAGGCGGCGCCGACGGCACGGAATGGGTGGACGCCGTCGAAGTCAATCCGTCCGACCGC 480

EU326031        AAAGGCGGCGCGGATGGCACCGAATGGGTG--CTGCAGATTAGCTGGTGGGTGGATGCGG 478

               *********** ** ***** *********  *  *     **    *  **     ** 

DQ852663        --AACCAAGAAATCTCGGGCACCTATCAAATCCAAGCATGGACGAAATTTGATTTTCCCG 538

EU326031        TGAACCAGGAAATTAGCGGCACCTATCAGATTCAGGCGTGGACCAAATTTGATTTTCCGG 538

                    ***** *****    *********** ** ** ** ***** ************** *

DQ852663        GGCGGGGCAACACCTACTCCAGCTTTAAGTGGCGCTGGTACCATTTTGATGGCGTTGATT 598

EU326031        GCCGCGGCAACACCTATAGCAGCTTTAAATGGCGCTGGTATCATTTTGATGGCGTGGATT 598

                * ** ***********   ********* *********** ************** ****

DQ852663        GGGACGAAAGCCGAAAATTGAGCCGCATTTACAAATTCCGCGGCATCGGCAAAGCGTGGG 658

EU326031        GGGATGAAAGCCGCAAACTGAGCCGCATTTATAAATTTCGCGGCATTGGCAAAGCGTGGG 658

                **** ******** *** ************* ***** ******** *************

DQ852663        ATTGGGAAGTAG---ACACGGAAAACGGAAACTATGACTACTTAATGTATGCCGACCTTG 715

EU326031        ATTTTCATTTTGCGTATTTTGAAAAAGCGTATTATGATAGCACCGAAAACGGCGATATTG 718

                ***   *  * *   *    ***** *   * *****   *       * * ***  ***

DQ852663        ATATGGATCATCCCCAAGTCGTGACTGAGCTGAAAAGCTGGGGGAAATGGTATGTCAACA 775

EU326031        AT---GATCATCCGGAAGTGGTGACCGAACTGAAAAGCTGGGGCAAATGGTATGTGAACA 775

                **   ********  **** ***** ** ************** *********** ****

DQ852663        CAACGAACATTGATGGGTTCCCGCTTGATGCCGTCAAGCATATTAAGTTCAGTTTTTTCC 835

EU326031        CCACCAACATTGATGGCTTTCGCCTGGATGCGGTGAAACATATTGATTTTAGCTTTTTTC 835

                * ** *********** ** *  ** ***** ** ** ****** * ** ** ***** *

DQ852663        CTGATTGGGTGTCGGACGTGCGTTCTCAGACGGCCAAGCCGTTATTTACCGTCGGGGAGT 895

EU326031        CGGATTGGCTGAGCGATGTGCGCAGCCAGACCGGCAAACCGCTGTTTACCGTGGGCGAAT 895

                * ****** **   ** *****    ***** * *** *** * ******** ** ** *

DQ852663        ATGGGAGTTATGACATCAACAAATTTCACAATTACTTTATGAAAACAAACGGAACGATGT 955

EU326031        ATTGGAGCTATGATATTAACAAACTGCATAACTATATTATGAAAACCAACGGCACCATGA 955

                ** **** ***** ** ****** * ** ** **  ********** ***** ** *** 

DQ852663        CTTTGTTTGATGCCCCGTTACACAACAAATTTTATAACGCTCCCAAATCAGGGGGCACAT 1015

EU326031        GCCTGTTTGATGCGCCGCTGCATTTTCATGATCGCACCGCGAGCAAAAGCGGCGATGCGT 1015

                   ********** *** * **     *   *   * ***   ****   ** *   * *

DQ852663        TTGATATGCGCACGTTAATGACCAATACTCTCATGAAAGATCAACCAACATTGGCCGTCA 1075

EU326031        ATGATATGCGCACCCTGATGACCAACACCCTGATGAAAGATCAGCCGACCCTGGCGGTGA 1075

                 ************  * ******** ** ** *********** ** **  **** ** *

DQ852663        CCTTCGTTGATAATCATGACACCGAACCCGCCCAAGCTCCGCAATCATGGGTCGTCCCAT 1135

EU326031        CCTTTGTGGATAACCATGATACCGAACCGGGCCAGGCGCTGCAGAGCTGGGTGGATCCGT 1135

                **** ** ***** ***** ******** * *** ** * ***    ***** *  ** *

DQ852663        GGTTCAAACCGTTGGCTTACGCCTTTATTCTAACTCGGCAGGAAGGATATCCGTGCGTCT 1195

EU326031        GGTTTAAACCGCTGGCGTATGCGTTTATTCTGACCGTGATTGATCGCCGCCGCGATGGCT 1195

                **** ****** **** ** ** ******** **   *   **  *    *     * **

DQ852663        TTTATGGGGACTATTATGGCATTCCCCAATATAACATTCCTTCGCTGAAAAGCAAAATCG 1255

EU326031        ATGGCGGCGATTATTATGGCATTCCGCAGTATAAC---CCGAGCCTGAAAAGCAAAATTG 1252

                 *   ** ** ************** ** ******   **    ************** *

DQ852663        ATCCGCTCCTCATCGCGCGCAGGGATTATGCTTACGGAACTCAACATGATTATCTTGATC 1315

EU326031        ATCCGCTGCTGATTGCGCGCCGCGATTATGCGTATGGCACCGGCCATGATTATCTGGATC 1312

                ******* ** ** ****** * ******** ** ** **    *********** ****

DQ852663        A---CTCCGACATCATCGGGTGGACAAGGGAAGGGGTCACTGAAAAACCAGGATCCGGAC 1372

EU326031        ATAGCCATGATATTATTGGCTGGACCCGCGAAGGCGTGACCGAAAAACCGGGCAGCGGCC 1372

                *   *   ** ** ** ** *****  * ***** ** ** ******** **   *** *

DQ852663        TGGCCGCATTGATCACCGATGGGCCGGGAGGAAGCAAATGGATGTACGTTGGCAAACAAC 1432

EU326031        TGGCGGCGCTGATTACCGATGGCCCGGGCGGCAGCAAATGGATGTATGTGGGCAAACAGC 1432

                **** **  **** ******** ***** ** ************** ** ******** *

DQ852663        ACGCCGGAAAAGTGTTCTATGACCTTACCGGCAACCGGAGTGACACCG-TCACCATCAAC 1491

EU326031        ATGC-GGGCGGCAACCGCACCACCGTGGGCGGCATGGAAACCGCGCTGACCAACGGCAGC 1491

                * ** **           *  *** *    *  *  * *    * * *  ** *  ** *

DQ852663        AGTGATGGATGGGGGGAATTCAAAGTCAATGGCGGTTCGGTTTCGGTCTGGGTTCCTAGA 1551

EU326031        AGCTGCGATCGCCAGGAAGGCTATCCGTGCGTGTTTTATGTGAGCGTGTGGGTGCCGCGC 1551

                **    *   *   ****  * *       *    **  **    ** ***** **  * 

DQ852663        AAAACGACCGTTTCTACCATCACTCGGCCGATCACAACCCGACCGTGGACTGGTGAATTC 1611

EU326031        AAAACCACCGTGAGCACCATTGCGTGGAGCATTACCACCCGCCCGTGGACCGATGAATTT 1611

                ***** *****    *****  *  **   ** ** ***** ******** * ****** 

DQ852663        GTCCGTTGGACCGAACCACGGTTGGTGGCATGGCCTTGA 1650

EU326031        GTGCGCTGGACCGAACCGCGCCTGGTGGCGTGGCCG--- 1647

                ** ** *********** **  ******* *****    

Fig.2. Allineamento delle sequenze codificanti l’enzima alfa amilasi da G. stearothermophilus (EMBL accession number DQ852663) e l’alfa amilasi da G. thermodenitrificans (EMBL accession number EU326031) ottenuto mediante il programma Clustal. Le zone colorate corrispondono alle sequenze dei primers che sono stati disegnati e successivamente utilizzati per la PCR (vedi testo). (* nucleotidi identici presenti nelle due sequenze).

Come si osserva in Fig.2, numerose sono le regioni conservate (indicate con asterischi, *) delle due amilasi analizzate. Inoltre, dal confronto delle sequenze allineate, sono state individuate due zone ad elevata omologia di sequenza, la zona 1 e la zona 2 che vanno dal nucleotide 110 al nucleotide in posizione 660 e dal nucleotide 759 al nucleotide 1262, rispettivamente. Sulla base delle zone conservate è stato possibile disegnare i seguenti primers, sia forward che reverse:

primer 1 (P1)
5’-TAACGGCACCATGATGCAG-3’ (primer forward, zona 1)

primer 2 (P2)
5’-AATCCCACGCTTTGCCAATG-3’(primer reverse, zona 1)

primer 3 (P3)
5’-AATCCCACGCTTTGCCGATG-3’ (primer reverse, zona 1)

primer 4 (P4)
5’-CTGAAAAGCTGGGGCAAAT-3’(primer forward, zona 2)

primer 5 (P5)
5’-CTGAAAAGCTGGGGGAAAT-3’(primer forward, zona 2)

primer 6 (P6)
5’-GGATCAATTTTGCTTTTCAG-3’(primer forward, zona 2)

primer 7 (P7)
5’-GGATCGATTTTGCTTTTCAG-3’(primer forward, zona 2)

Con l’ausilio dei primer sintetizzati è stata allestita una prima PCR secondo la seguente miscela di reazione:

Acqua distillata 39.4(l

Soluzione tampone per PCR (10X) 5(l

dNTP (10 mM) 1(l

Primer forward 0.3(l

Primer reverse 0.3(l

DNA genomico (stampo) 3.0(l

Taq polimerasi (5U/(l) 1(l

per un volume totale di reazione 50(l.

La programmazione per la PCR è stata la seguente per un totale di 30 cicli, (Tabella 1):

Tabella 1

	Fasi della PCR
	Temperatura
	Tempo

	Denaturazione
	94°C
	2’

	
	94°C
	45’’

	Annealing o appaiamento
	50°C
	45’’

	
	72°C
	45’’

	Propagazione
	72°C
	6’


Sono state preparate 6 differenti miscele di reazione combinando i diversi primers (forward e reverse) per le diverse zone del gene da amplificare (zona 1 e 2), (Tabella 2).

Tabella 2

	Miscela

PCR
	1
	2
	3
	4
	5
	6

	Pf
	P1
	P1
	P4
	P4
	P5
	P5

	Pr
	P2
	P3
	P6
	P7
	P6
	P7

	Zona amplificata
	Zona 1
	Zona 1
	Zona 2
	Zona 2
	Zona 2
	Zona2


Pf: primer forward; Pr: primer reverse.

In figura 3 è mostrata la fotografia di un gel d’agarosio (1%) con cui sono stati analizzati i prodotti di reazione della PCR dopo opportuna colorazione dei frammenti di DNA amplificati con bromuro di etidio.
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Fig.3. Gel d’agarosio (1%) dei prodotti amplificati mediante PCR usando come “stampo” il DNA genomico di A. amylolyticus e come DNA polimerasi la Taq polymerase. Temperatura di annealing 50°C. Linea 1, 2, 3, 4, 5, 6: miscele di reazione ottenute come riportato in Tab.2; st: marker di peso molecolare noto, HyperLadderI.

Come è possibile notare, tutte le miscele di reazione (numerate nel gel da 1 a 6) hanno prodotto diversi frammenti di DNA amplificati. In particolare molto interessante è apparsa la miscela n.1 contenente un frammento di circa 600 bp (base pair, coppie di basi) e un frammento, meno significativo di circa 200 bp.

Per rendere le condizioni di PCR più “stringenti” ovvero per permettere ai primers di appaiarsi effettivamente con le regioni di DNA ad elevata complementarità, si è proceduto all’allestimento di una seconda PCR utilizzando la miscela di reazione sopra riportata, ma andando ad aumentare la temperatura di Annealing, da 50°C a 54°C. In figura 4 è riportato il gel d’agarosio dei prodotti di reazione ottenuti.
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Fig.4. Gel d’agarosio (1%) dei prodotti amplificati mediante PCR usando come “stampo” il DNA genomico di A. amylolyticus e come DNA polimerasi la Taq polymerase. Temperatura di annealing 54°C. Linea 1, 2, 3, 4, 5, 6: miscele di reazione ottenute come riportato in Tab.2; st: marker di peso molecolare noto, HyperLadderI. 

Aumentando la “stringenza” della reazione PCR, come si osserva dalla figura 4, abbiamo ridotto i prodotti di reazione della miscela n.1 migliorando la specificità del riconoscimento dei primers nei confronti della sequenza da amplificare . Infatti, nella linea 1, la banda a 200bp (ottenuta utilizzando una temperatura di “annealing” di 50°C) scompare quasi del tutto ottenendo un principale frammento amplificato di 600bp. Inoltre, mentre la linea 2 (Fig.4) presenta 3 bande della grandezza di 600, 400 e 200bp (tutte aventi intensità minore rispetto alla banda presente in linea 1), per le altre miscele di reazione (da 3 a 6) non ci sono evidenti prodotti di amplificazione.

Di seguito, i prodotti di amplificazione della miscela n.1 sono stati purificati con l’ausilio di un kit (QIAquick Spin, QIAGEN) che ha permesso di allontanare sali, oligonucleotidi trifosfati, primers e polimerasi ottenendo così frammenti di DNA purificati aventi una grandezza compresa in un intervallo di tra 100 bp fino a 10 kb. Il campione ottenuto, indicato come S1, è stato utilizzato come “stampo” per una successiva reazione PCR in cui sono stati selezionati solo i primers P1 e P2 secondo la miscela di reazione qui riportata:

Acqua distillata 42.5(l

Soluzione tampone per PCR (10X) 5(l

dNTP (10 mM) 1(l

Primer forward (P1) 0.25(l

Primer reverse (P2) 0.25(l

Campione S1 (DNA stampo) 0.5(l

Pwo DNA polimerasi (5U/(l) 0.5(l

per un volume totale di reazione 50(l.

Da notare che per questa reazione è stata utilizzata una polimerasi detta Pwo originariamente isolata dall’archeabatterio ipertemofilo Pyrococcus woesei. Tale enzima oltre ad avere un’attività polimerasica 5’-3’ possiede anche un’attività esonucleasica 3’-5’ nota anche come “proof-reading activity”, ovvero “correzione delle bozze”. La programmazione seguita per la PCR è stata quella riportata in Tabella 1 utilizzando la temperatura di “annealing”di 54°C. In figura 5 è riportato il gel d’agarosio dei prodotti di reazione ottenuti.
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Fig.5. Gel d’agarosio (1%) dei prodotti amplificati mediante PCR usando come “stampo” il campione S1 e come DNA polimerasi la Pwo polymerase. Temperatura di annealing 54°C. Linea 1, miscela di reazione PCR ottenuta usando P1 e P2 come primers. st: marker di peso molecolare noto, HyperLadderI. 

Come mostra la fig. 5 con questa procedura si è avuto un’amplificazione maggiore del frammento di DNA di circa 600bp rispetto agli altri frammenti a più basso peso molecolare. Tale frammento è stato tagliato e prelevato dal gel d’agarosio e successivamente purificato mediante il kit QIAquick gel extraction kit (QIAGEN). Il campione del frammento di DNA ottenuto, la cui concentrazione è stata stimata essere di 130 ng/(l, è stato sequenziato presso l’Università di Cambridge. In figura 6 è riportata la sequenza ottenuta del frammento PCR purificato.

GCAATTGTCCTTCAGCAATCCTAATAAAGTTAAAAACTCGTTCTTTTCAGTTTTGGGTTGGCTGGTTGGGTAAATACATGTTCACATTTTTTCGTCGGTCAAACATTAAATTTAGGTTCATTTGTTGACCATTTTAGCGCTGTCTCAGCCAATGAATGGCATGTATTGGACAATACACAAAGAATTCCTTGTTGGAATGGTGGAGTATATGTAACAATATCTGCGTGGTTTTACAGCTTAAGTCAAACACATGGAAATATCTGTGTGGAACTTTACGGGAATGGGAATCCTCAAATATTAGGACAATTAAGAGCTGATTTGAACAGGGATTGGCATAGAAAAACCGATACTTTCTTTATTCCTTCCGGAACAACTGAAGTTTGGATAAAATTCGTTGTTGGTGGTGACCCACAAGGAATGCCGTCAGGAAGCAAGGCGGTAACGCGAATCAAATTTGAATACGGAACTCAAGCAACCCCATATTCTCAAGAATCGGATTTTTTCTATGTCAATGATGGTAAAGCCCAGCTAAAGTCCGCCATCATTGGCAAAGCGTGGGATTA

Fig.6. Sequenza del frammento di DNA di Anoxybacillus amylolyticus, della lunghezza di 563 bp, ottenuto mediante PCR dopo estrazione e purificazione della banda amplificata, di circa 600bp, da gel d’agarosio.

La sequenza ottenuta è stata allineata, mediante programma Clustal, con le due sequenze codificanti le alfa amilasi di G. stearothermophilus (EMBL accession number DQ852663) e G. thermodenitrificans (EMBL accession number EU326031). Il risultato è riportato in Figura 7.

CLUSTAL 2.0.5 multiple sequence alignment

DQ852663        GTGCTAACGTTTCACCGCATCATTCGAAAAGGATGGATGTTCCTGCTCGCGTTTTTGCTC 60

EU326031        ATGCTGACCTTTCATCGCATTATTCGCAAAGGCTGGATGTTTCTGCTGGCGTTTCTGCTG 60

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        ACTGCCTTGCTGTTCTGCCCAACCGGACAGCCCGCCAAGGCTGCCGCACCGTTTAACGGC 120

EU326031        ACCGCGCTGCTGTTTTGCCCGACCGGCCAGCCGGCGAAAGCGGCGGCGCCGTTTAACGGC 120

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        ACCATGATGCAGTATTTTGAATGGTACTTGCCGGATGATGGCACGTTATGGACCAAAGTG 180

EU326031        ACCATGATGCAGTATTTTGAATGGTATCTGAGCTGCGATCCGCAGAGCTTTAGCGAACCG 180

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        GCCAATGAAGCCAACAACTTATCCAGCCTTGGCATCACCGCTCTTTGGCTGCCGCCCGCT 240

EU326031        CCGCAGTGCGAAGTGAAAGTGGCGAACCTGGGCATTACCGCGCTGTGGCTGCCGCCGGCG 240

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        TACAAAGGAACAAGCCGCAGCGACGTAGGGTACGGAGTATACGACTTGTATGACCTCGGT 300

EU326031        TATAAAGGCACCAGCCGCAGCGATGTGGGCTATGGCGTGTATGATCTGTATGATCTGGGC 300

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        GAATTCAATCAAAAAGGGGCCGTCCGCACAAAATACGGAACAAAAGCTCAATATCTTCAA 360

EU326031        GAATTTAACCAGAAAGGCGCGGTGCGCACCAAATATGGCACCAAAGCGCAGTATCTGCAG 360

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        GCCATTCAAGCCGCCCACGCCGCTGGAATGCAAGTGTACGCCGATGTCGTGTTCGACCAT 420

EU326031        GCGATTCAGGCGGCGCATGCGGCGGGCATGCAGGTGTATGCGGATGTGGTGTTTAACCAT 420

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        AAAGGCGGCGCCGACGGCACGGAATGGGTGGACGCCGTCGAAGTCAATCCGTCCGACCGC 480

EU326031        AAAGGCGGCGCGGATGGCACCGAATGGGTG--CTGCAGATTAGCTGGTGGGTGGATGCGG 478

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        --AACCAAGAAATCTCGGGCACCTATCAAATCCAAGCATGGACGAAATTTGATTTTCCCG 538

EU326031        TGAACCAGGAAATTAGCGGCACCTATCAGATTCAGGCGTGGACCAAATTTGATTTTCCGG 538

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        GGCGGGGCAACA--CCTACTCCAGCTTTAAGTGGCGCTGGTACCATTTTGATGGCGTTGA 596

EU326031        GCCGCGGCAACA--CCTATAGCAGCTTTAAATGGCGCTGGTATCATTTTGATGGCGTGGA 596

gel             ------GCAATTGTCCTTCAGCAATCCTAA-TAAAGTTAAAAACTCGTTCTTTTCA-GTT 52

                      ****    ***    **    *** *   * *   * *   **  *  *     

DQ852663        TTGGGACGAAAGCCGAAAATTGAGCCGCATTTACAAATTCCGCGGCATCGGCAAAGCGTG 656

EU326031        TTGGGATGAAAGCCGCAAACTGAGCCGCATTTATAAATTTCGCGGCATTGGCAAAGCGTG 656

gel             TTGGGTTG---GCTGGTTGGGTAAATACATGTTCACATTTTTT--CGTCGGTCAAACATT 107

                *****  *   ** *       *    *** *  * ***      * * **  ** * * 

DQ852663        GGATTGGGAAGTAG---ACACGGAAAACGGAAACTATGACTACTTAATGTATGCCG-ACC 712

EU326031        GGATTTTCATTTTGCGTATTTTGAAAAAGCGTATTATGATAGCACCGAAAACGGCG-ATA 715

gel             AAATTTAGGTTCATT-TGTTGACCATTTTAGCGCTGTCTCAGC-CAATGAATGGCATGTA 165

                  ***                   *         * *     *       * * *     

DQ852663        TTGATATGGATCATCCCCAAGTCGTGACTGAGCTGAAAAGCTGGGGGAAATGGTATGTCA 772

EU326031        TTGAT---GATCATCCGGAAGTGGTGACCGAACTGAAAAGCTGGGGCAAATGGTATGTGA 772

gel             TTG-----GACAATACACAAAGAATT-CCTTGTTGGAATGGTGGAGTA-----TATGT-A 213

                ***     **  ** *  **    *  *     ** ** * *** * *     ***** *

DQ852663        ACACAACGAACATTGATGGGTTCCCGCTTGATGCCGTCAAGCATATTAAGTTCAGTTTTT 832

EU326031        ACACCACCAACATTGATGGCTTTCGCCTGGATGCGGTGAAACATATTGATTTTAGCTTTT 832

gel             ACAATATCTGCGTGGTT---TTACAGCTTAA----GTCAAACACATGGA----AATATCT 262

                ***  *    * * * *   ** *  **  *    ** ** ** **  *    *   * *

DQ852663        TCCCTGATTGGGTGTCGGACGTGCGTTCTCAGACGGCCAAGCCGTTATTTACCG---TCG 889

EU326031        TTCCGGATTGGCTGAGCGATGTGCGCAGCCAGACCGGCAAACCGCTGTTTACCG---TGG 889

gel             GTGTGGAACTTTACGGGAATGGGAATCCTCAAATATTAGGACAATTAAGAGCTGATTTGA 322

                     **           * * *      ** *        *   *     * *   *  

DQ852663        GGGAGTATGGGAGTTATGACATCAACAAATTTCACAATTACTTTATGAAAACAAACGGAA 949

EU326031        GCGAATATTGGAGCTATGATATTAACAAACTGCATAACTATATTATGAAAACCAACGGCA 949

gel             ACAGGGATTGGCATAGAAAAACCGATACTTTCTTTATTCCTTCCGGAACAACTGAAGTTT 382

                      ** **       * *   * *   *    *           * ***  * *   

DQ852663        CGATGTCTTTGTTTGATGCCCCGTTACACAACAAATTTTATAACGCTCCCAAATCAGGGG 1009

EU326031        CCATGAGCCTGTTTGATGCGCCGCTGCATTTTCATGATCGCACCGCGAGCAAAAGCGGCG 1009

gel             GGATAAAATTCGTTGTTG-GTGGTGACCCACAAGGAATGCCGTCAGGAAGCAAGGCGGTA 441

                  **     *  *** **    *   *          *     *       **   **  

DQ852663        GCACATTTGATATGCGCACGTTAATGACCAATACTCTCATGAAAGATCAACCAACATTGG 1069

EU326031        ATGCGTATGATATGCGCACCCTGATGACCAACACCCTGATGAAAGATCAGCCGACCCTGG 1069

gel             ACGCGAATCAAATTTGAATACGGAACTCAAGCAACCCCAT-----ATTCTCAAGAATCGG 496

                   *   * * **  * *     *   * *  *  *  **     **   *       **

DQ852663        CCGTCACCTTCGTTGATAATCATGACACCGAACCCGCCCAAGCTCCGCAATCATGGGTCG 1129

EU326031        CGGTGACCTTTGTGGATAACCATGATACCGAACCGGGCCAGGCGCTGCAGAGCTGGGTGG 1129

gel             ATTTTTTCTATGTCAATGATGGTAA-----AGCCCAGCTAAAGTCCGCCATCATTGGCAA 551

                   *   **  **  ** *   * *     * **   * *    * **     * **   

DQ852663        TCCCATGGTTCAAACCGTTGGCTTACGCCTTTATTCTAACTCGGCAGGAAGGATATCCGT 1189

EU326031        ATCCGTGGTTTAAACCGCTGGCGTATGCGTTTATTCTGACCGTGATTGATCGCCGCCGCG 1189

gel             AGCGTGGGATTA------------------------------------------------ 563

                  *   ** * *                                                

DQ852663        GCGTCTTTTATGGGGACTATTATGGCATTCCCCAATATAACATTCCTTCGCTGAAAAGCA 1249

EU326031        ATGGCTATGGCGGCGATTATTATGGCATTCCGCAGTATAAC---CCGAGCCTGAAAAGCA 1246

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        AAATCGATCCGCTCCTCATCGCGCGCAGGGATTATGCTTACGGAACTCAACATGATTATC 1309

EU326031        AAATTGATCCGCTGCTGATTGCGCGCCGCGATTATGCGTATGGCACCGGCCATGATTATC 1306

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        TTGATCA---CTCCGACATCATCGGGTGGACAAGGGAAGGGGTCACTGAAAAACCAGGAT 1366

EU326031        TGGATCATAGCCATGATATTATTGGCTGGACCCGCGAAGGCGTGACCGAAAAACCGGGCA 1366

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        CCGGACTGGCCGCATTGATCACCGATGGGCCGGGAGGAAGCAAATGGATGTACGTTGGCA 1426

EU326031        GCGGCCTGGCGGCGCTGATTACCGATGGCCCGGGCGGCAGCAAATGGATGTATGTGGGCA 1426

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        AACAACACGCCGGAAAAGTGTTCTATGACCTTACCGGCAACCGGAGTGACACCG-TCACC 1485

EU326031        AACAGCATGC-GGGCGGCAACCGCACCACCGTGGGCGGCATGGAAACCGCGCTGACCAAC 1485

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        ATCAACAGTGATGGATGGGGGGAATTCAAAGTCAATGGCGGTTCGGTTTCGGTCTGGGTT 1545

EU326031        GGCAGCAGCTGCGATCGCCAGGAAGGCTATCCGTGCGTGTTTTATGTGAGCGTGTGGGTG 1545

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        CCTAGAAAAACGACCGTTTCTACCATCACTCGGCCGATCACAACCCGACCGTGGACTGGT 1605

EU326031        CCGCGCAAAACCACCGTGAGCACCATTGCGTGGAGCATTACCACCCGCCCGTGGACCGAT 1605

gel             ------------------------------------------------------------

DQ852663        GAATTCGTCCGTTGGACCGAACCACGGTTGGTGGCATGGCCTTGA 1650

EU326031        GAATTTGTGCGCTGGACCGAACCGCGCCTGGTGGCGTGGCCG--- 1647

gel             ---------------------------------------------

Fig.7. Allineamento ottenuto mediante il programma Clustal delle sequenze codificanti l’enzima alfa amilasi da G. stearothermophilus (EMBL accession number DQ852663), l’alfa amilasi da G. thermodenitrificans (EMBL accession number EU326031) e la sequenza del frammento di DNA di Anoxybacillus amylolyticus della lunghezza di 563 bp, ottenuto mediante PCR dopo estrazione e purificazione da gel d’agarosio. 

(* nucleotidi identici presenti nelle tre sequenze).

Come è possibile osservare in Fig.7, il frammento di DNA di 563 bp si allinea bene con le sequenze amilasiche dei Geobacillus confrontati e numerosi sono risultati i nucleotidi identici (*) trovati nelle tre sequenze. Successivi studi saranno necessari per determinare la sequenza totale del gene che codifica per l’alfa amilasi presente in Anoxybacillus amylolyticus. A tal proposito i presenti risultati saranno utili al proseguimento del Progetto "First Executive Programme of the Agreement between the Government of the Republic of Italy and the Government of the Republic of Turkey on Scientific and Technical cooperation" (progetto di grande rilevanza) nato da una collaborazione scientifica tra il CNR e la Marmara University (Istanbul, Turchia). Tale progetto, intitolato “BIOETHANOL - A SOURCE OF RENEWABLE ENERGY FROM EXTREMOPHILE” ha come obiettivo principale lo sviluppo di un nuovo sistema di fermentazione, utilizzando microrganismi ricombinanti, in possesso di attività amilolitica, che sono in grado di idrolizzare amido granulare insolubile in zuccheri fermentabili. La novità progettuale sarà quella di ottenere la trasformazione di amido in glucosio in un processo simultaneo di saccarificazione e fermentazione (SSF) per la produzione di bioetanolo. In altri termini, il microrganismo ricombinante sarà in grado di convertire dapprima la materia prima (amido granulare da fonti differenti, come anche dagli scarti agro-industriali) in soluzione zuccherina mediante l’ausilio di attività amilasiche opportunamente clonate. Successivamente gli zuccheri semplici così prodotti saranno fermentati dagli stessi microrganismi con la produzione di etanolo e CO2.

Pertanto la permanenza all’Università di Cambridge si è conclusa con un risultato più che positivo, sia in termini di conoscenze di tecniche di biologia molecolare acquisite, di cui la beneficiaria si è impadronita durante il suo soggiorno, utili alla sua formazione professionale, che per i risultati scientifici che saranno oggetto di pubblicazioni su riviste internazionali.

    Pozzuoli, 24 Aprile 2008

Firma del Proponente

Dr. Barbara Nicolaus

Firma del Beneficiario

Dr. Annarita Poli
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