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cloramfenicolo e dalla streptomicina. Gli antibiotici sono toss}ci per 1 mlcr(:orgamsml ma non per
Puomo perché tutti questi processi metabolici sono diversi nei batteri e nell’uomo.

(1) II codice ¢ degenerato; la maggioranza degli amminoacidi' pud essere spgmfllg\:ali\tIaA da _du: é)hgluu?-
doni. (2) Gli introni sono rimossi enzimaticamente d‘al trascritto primario di m : prtlimalment eq -
sto venga tradotto. (3) Alcuni segmenti di una protelr}a possono venire rlfnoss1 enzlllma. c onte rlr)u §
trasformarla nella forma biologicamente attiva,‘ la cui struttura primaria & quella ¢ F:lYlenf ileS er
nata. (4) La regione del promotore e altri siti di controllo del gene, che sono essenziali pe
funzionamento nella cellula, non sono tradotti nella struttura della proteina.

- ..

CAPITOLO 15

La genetica dei batteri e dei virus

I BATTERI

1. Caratteristiche dei procarioti.

Ci sono due tipi fondamentalmente diversi di organismi cellulari nel mondo biologico. I
protozoi (animali unicellulari), i funghi (piante non fotosintetiche), le piante e gli animali pre-
sentano cellule eucariotiche (ben nucleate). I batteri e le alghe azzurre (cianofite: “cianobatte-
ri”) sono tipi cellulari piu primitivi descritti come procarioti (“prima del nucleo”, cioé anuclea-
ti). Ci sono differenze pit profonde tra una cellula batterica e la pit semplice delle cellule en-
cariotiche che tra un protozoo e una cellula umana (Tabella 15.1).

2. Categorie trofiche (nutrizionali) di batteri,

La maggioranza dei batteri ottiene energia assorbendo e degradando le sostanze nutritive
organiche di tessuti vivi o mortj di altri organismi o delle loro secrezioni o rifiuti, Pochi tipi di
batteri fotosintetici contengono la batterioclorofilla e possono utilizzare Penergia della luce per
produrre le proprie molecole organiche a partire da sostanze inorganiche. I batteri chemiosin-
tetici possono utilizzare Penergia liberata da reazioni di ossido-riduzione di sostanze chimiche
inorganiche (per esempio convertendo il nitrato in nitrito, il solfuro in solfato, o il ferro ferro-
so in ferro ferrico), per produrre le proprie molecole organiche a partire da sostanze inorgani-
che o organiche. Le alghe azzurre contengono lo stesso tipo dj clorofilla trovato nelle piante
eucariotiche e fotosintetizzano allo stesso modo, liberando I’ossigeno come sottoprodotto (non
viene sviluppato ossigeno dalla fotosintes; batterica).

Gl organismi che possono vivere di sostanze inorganiche, o attraverso la fotosintesi o Ia
chemiosintesi, sono detti autotrofi. Tutti gli altri organismi che richiedono sostanze nutrienti
organiche sono detti eterotrofi. La maggioranza dej batteri richiede un qualche composto orga-
nico (come lo zucchero) come fonte di i i
trofici) sono capaci di crescere con una dieta molto semplice. Un terreno minimo per molti
batteri eterotrofi inélude*«l’acqua, pochi sali inorganici semplici e un composto 0rganico come
fonte di carbonio e di energia chimica. Ceppi mutanti di batteri che necessitano di essere rifor-
niti del terreno minimo per la crescita sono detti auxotrofi.

I tempo di generazione del colibacillo Escherichiag coli mentre cresce su un terreno mini-
mo ¢ di circa 60 minuti a 37 °C. Se il mezzo & rifornito di tutti gli amminoacidi e nucleotidi
fabbricati di solito dal batterio (terreno completo), il tempo di generazione si riduce a 20 mi-
nuti. Quando le‘condizionj nutrizionali sono buone, ciascuna cellula batterica contiene tipica-

ture interne dei batteri bossono essere rivelate soltanto dalla microscopia elettronica. Tutti i
batteri hanno una membrana cellulare e Ia maggior parte dei batteri possiede una parete cellu-
lare esterna dj lipidi, proteine e polisaccaridi. La parete cellulare delle piante eucariotiche e
delle alghe procariotiche azzurre contiene cellulosa, che invece non si trova nelle pareti cellulari
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Tabella 15.1. Alcune differenze che distinguono gli eucarioti e i procarioti
Eucarioti Procarioti
(1) Nucleo, mitocondri, cloroplasti, lisosomi, (1) Assenza di organelli delimitati da membrane
ecc. . .
i i laborato (non asso- (2) Poche membr_ane interne (per.esemplo, meso-
@ gztlgtfneﬁldgsgiségﬁgnzad; DN/g) somi associati con la duplicazione del DNA)
i ipi di i i i inti nte al (3) Poche proteine (perlopit enzimi) scarsamente
3) Ic);lgue tipi di istoni legati intimame legate o DA, Deropit enz
(4) Anche la cellula piti piccola & 5-10 volte piu “@ (;irca la dimensione dei mitocondri eucarioti-
grande di Escherichia coli ci . ' - .
(5) Actina e miosina (5) Actina o proteine actino-simili agsenti
(6) Microtubuli (per esempio, le fibre del fuso (6) Nessun microtubulo
soggette a degradazione da parte della colchi-
Cina) . . . ., . s .
(7) Mitosi e meiosi usata per la riproduzione ses- @) Cromqsoml puf:leopr(.)tel(?I assenti; divisione
suata e asessuata amitotica (scissione binaria)
. . . . ircolare
i soli in di DNA lineare (8) Una singola molecola.l 911 DNA circo
@ sr(:lhtsoogll:) dle;lrglig;ﬁ?da @ (“cromosoma”), sufficiente per la vita; nes-
(eromo P sun centromero O cinetocoro
(9 Ribosomi 80S (subunita 40S e 60S) (9) Ribosomi 70S (subunita 3OS € 50!)?).
(10) Soltanto mRNA monocistronici (10) Comunemente .mRNA pqlxc1str9mc1
(11) Tre forme principali di RNA polimerasi (ri- (11) Un tipo solo di RNA polimerasi
spettivamente per TRNA, mRNA e tRNA) ' .
(12) Uno o piu nucleoli (associati in tandem alle (12) Nessun corrispettivo del nucleolo
copie DNA di geni che codificano per rRNA) 1
(13) Sono comuni i geni ripetitivi (talvolta in mi- (13) Ciascun gene presente una volta sola
gliaia di copie) }
(14) Sono comuni introni ed esoni (14) Nessuna sequenza d’intervento
(15) Duplicazione del DNA iniziata in molti siti su (15) Unico sito d’inizio per la duplicazione del
un cromosoma (frammenti di Okazaki) DNA o . o y ' .
(16) La metionina non formilata inizia tutti i poli- (16) La metionina formilata inizia tutti i polipepti-
idi di
peptidi . ' o
(17) La maggioranza degli mRNA contiene lunghe an Son9 rare le sequenze poli-A agli estremi 3
sequenze poli-A al 3’ (funzione sconosciuta); degli mRNA
non codificate dal DNA nucleare; aggiunte
dalla poli-A polimerasi . “
(18) Una diversa proteina & legata a ciascuna (18) Nessuna proteina legata alle estremit
estremita degli mRNA (funzione sconosciu_—
ta); virtualmente non esistono mRNA nudi
nella cellula . o
(19) “cappello” (“cap”)=7’-metil- (19) Nessun “cappello” (“cap”)
guanosin-5‘ppp5’ purin nucleoside (di solito
A) all’estremo 5’ degli mRNA; da non con-
fondersi con CAP (proteina attivatrice dei ca-
taboliti) o ‘
(20) La scatola di Hogness (TATA box) & il pro- 20 L.a_scatola di Prﬂ’)_nc?“_/ (TAT,‘AATG) si trova
motore della RNA polimerasi 11, analoga alla vicino al punto d’inizio del’RNA nelle regio-
scatola di Pribnow nei procarioti ni del promotore

A questo punto uno speciale enzima “swivelase”) produce un’intaccatura che rilassa la mole-
cola e ripara anche il taglio, di modo che la duplicazione pud riprendere di nuovo.

Ccromosoma, la cellula si allunga per la crescita della zona tra i due punti di attacco, provocan-
do un allontanamento delle due repliche cromosomiche. Un setto di nuovo materiale della pa-
rete cellulare viene quindi sintetizzato in questa regione di allungamento, producendo due cel-
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batteriche. Il DNA dei batteri non ¢ complessato con le proteine istoniche e non ¢ quindi para-
gonabile a un cromosoma eucariotico. Ciononostante, il DNA circolare “nudo” di un batterio
¢ chiamato “cromosoma”. Nei procarioti non ci sono organelli delimitati da membrane (come
il nucleo o i mitocondri). Regioni localizzate del DNA batterico vengono tuttavia considerate
come “regioni nucleari”; I’area esterna al nucleo batterico viene chiamata “citoplasma”.
Contrariamente alla morfologia delle singole cellule batteriche, quella delle colonie batteri-

camente diversi possono rispondere in modo diverso a sostanze nutrienti, coloranti, farmaci,
anticorpi o patogeni virali nel mezzo dj coltura. -

4. La riproduzione.

I procarioti si riproducono vegetativamente, attraverso un processo asessuale chiamato :
“scissione binaria”. Tutti i discendenti derivati asessualmente da un solo batterio costituiscono :

plicazione del cromosoma circolare batterico. Nel modello del “circolo rotante”, si produce
una molecola di DNA lineare per duplicazione di una ad anello allo scopo di trasferire il mate- i
riale genetico da una cellula donatrice a una ricevente durante I’accoppiamento batterico (co- iy
niugazione). Una rottura sito-specifica avviene su un filamento dell’anello di DNA, creando b
un’estremita libera 3'OH e un’altra 5'P. L’enzima DNA-polimerasi aggiunge nucleotidi ir
all’estremita 3’ attraverso Pappaiamento di basi con Paltro filamento di DNA e quindi sinte- )
tizza una “coda” a singolo filamento che finisce in 5'P. Un filamento complementare viene
quindi sintetizzato usando la “coda” come stampo. II circolo puo ruotare molte volte, creando
dei concatemeri contenenti Séquenze ‘genomiche ripetitive. Una nucleasi taglia il concatemero in
segmenti corrispondenti alla dimensione di un genoma, che contengono delle “estremita adesi-
ve” (regioni complementari a singolo filamento, “sticky ends”). 1 genomi lineari si circolarizza-
no appaiando le basi delle estremita adesive. La DNA ligasi attacca i punti di rottura, produ- !
cendo un circolo di DNA a doppio filamento. .

In un secondo modello i circoli dj DNA batterico, mitocondriale e virale si possono dupli-

espediente per permettere Ia rotazione libera di uno dei filamenti; si tratta di un “perno mole-
colare”. Si sa che I’enzima DNA girasi pud intaccare e riattaccare il DNA e pud precedere la
forca replicativa come enzima del perno. A meta strada lungo il circolo, le due repliche pos-
$€ggono una struttura intermedia che assomiglia a una 6 (theta greca). Questo meccanismo di
duplicazione alla fine crea supereliche di DNA circolare a doppio filamento perché le intacca-
ture a singolo filamento che permettono lo svolgimento dell’elica sono ben presto riattaccate.
La crescita della catena procede fino a che non viene ostacolata stericamente dalle supereliche,
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5. Le mutazioni batteriche

I batteri sono molto utili per lo studio delle mutazioni genetiche a causa dei loro tempi di ge-
nerazione molto corti e della facilitd con cui si possono produrre popolazioni cellulari molto gran-
di (da 10%a 10° cellule) in una provetta o in una piastra di agar. Per esempio, 10° batteri possono
crescere in terreno liquido (brodo di coltura) e quindi essere distribuiti in modo uniforme su una
piastra di agar in modo che una massa solida di cellule ne ricopra la superficie. Se in questa coltura
€ presente una cellula mutante su un milione, essa pud essere reperita ricorrendo a terreni selettivi.
Per esempio se, in un ceppo sensibile, si & verificata una mutazione per la resistenza alla streptomi-
cina, si possono inoculare i batteri su una piastra di agar che contenga streptomicina. Tutte le cel-
lule senza mutazione saranno sensibili a questo antibiotico e non potranno crescere; solo il mutan-
te resistente formera una colonia. La mutazione spontanea per la resistenza alla streptomicina si
produrra indipendentemente dalla presenza o assenza di streptomicina nell’ambiente. Alcuni tipi
di mutazioni spontanee sono preadattative, cioé sarebbero utili all’organismo in un ambiente di-
verso. Cio si pud dimostrare con una tecnica di inoculazione su piastra mediante duplicazione. Un
pezzo di velluto sterile viene compresso su una colonia batterica in agar senza streptomicina (pia-
stra madre) e quindi trasferito su un numero qualunque di piastre di agar contenenti streptomicina
(duplicati). I peio del velluto preleva dalla piastra madre rappresentanti di ciascun clone e li ino-
cula in ogni piastra che funge da duplicato. La posizione dei cloni che crescono su ogni piastra du-
plicato ¢ sempre la stessa, indicando cosi che la mutazione per la resistenza alla streptomicina & ay-
venuta nella piastra madre prima di ogni contatto con la streptomicina, cioé & preadattata alla so-
pravvivenza in un ambiente diverso, in particolare in presenza di streptomicina.

Piastre duplicati
contenenti streptomicina

Piastra madre
senza streptomicina

Esempio 15.1.

colonia di
108 batteri

6. Laricombinazione genetica
(@) La trasformazione

Quando gli pneumococchi sono circondati da capsule polisaccaridiche sono virulenti (cioé
capaci di produrre malattia) e formano colonie con un bordo liscio su terreno solido. Gli
pneumococchi senza capsula sono invece avirulenti e formano colonie di forma irregolare.
Quando un ceppo di forma irregolare viene esposto a un estratto purificato di DNA di una
colonia dal bordo liscio, alcune cellule di colonie dalla forma irregolare si trasformano in
cellule che danno colonie a bordo liscio. E’ questa una prova del fatto che il DNA & mate-
riale genetico. La trasformazione pud avvenire in alcune specie con frequenze fino al 25%,
ma pil frequentemente avviene a frequenze molto basse. Colture senescenti di alcuni batte
ri incorrono spontaneamente nella rottura cellulare (autolisi), che riversa il DNA nell’am-

biente assieme ad altre cellule, e quindi offre Popportunita che avvenga una trasformazione
Una cellula deve essere in uno stato fisiologicamente recettivo, chiamato competenza, il ch
si presenta solo durante una frazione del ciclo di crescita. In questa fase, il DNA ¢ legato
transitoriamente con la superficie cellulare. Ogni cellula ha un numero di siti recettori ai
quali il DNA puo attaccarsi. Essi possono saturarsi di DNA non trasformante (e cioé DNA
di un organismo non affine), impedendo cosi la comparsa di trasformanti. Solo framment!
relativamente grandi di DNA possono penetrare nella cellula competente, ma, una volta
dentro, il DNA si lega in modo permanente. Una spiegazione del processo d’integrazion_e
che il DNA penetra solo nei due siti corrispondenti ai due siti di duplicazione localizzati

|
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sul la‘gc? inter.no della membrana cellulare. Visto che il DNA trasformante ruota oltre la for-
cella di dupllcaglone stazionaria, la sintesi de] DNA dell’ospite viene interrotta in corrispon-

(b) La coniugazione

Il materiale genetico di batteri e virus € organizzato in un’unica struttura circolare, piutto-
sto che in parecchie strutture lineari come negli organismi superiori. La coniugazione ¢ il
trasferimento a senso unico di DNA da una cellula donatrice (maschio) a una cellula riceven-
te (femmina). Nel ceppo K-12 di Escherichia coli, il maschio possiede molti duplicati del
fattore sessuale F ed ¢ rappresentato dal simbolo F*, quando il fattore sessuale ¢ nella fase
extracromosomica. Le femmine non hanno tale fattore e sono rappresentate dal simbolo F~.

Quando cellule F* si coniugano con cellule F - » Uno o piu fattori sessuali sono trasmess; at-
traverso il ponte citoplasmico (tramite un’appendice tubulare sulle cellule maschili detta pilo)
¢ infettano i riceventi F ™, convertendoli in cellule F* (maschi). Nessun altro materiale gene-
tico viene trasferito nelle coniugazioni F* xF ™, ;

Alcune cellule F* in coltura possono integrare una particella del sesso nel loro “cromoso-
ma”: esse sono chiamate Hfr (con elevata frequenza di ricombinazione) e hanno la potenzia-
lita di operare un trasferimento genetico. Nelle cellule Hfr neoformate le particelle F extra-

, cromosomiche ben presto si disintegrano e scompaiono. Quando una particella F si installa
in un cromosoma, rompe I’anello in quel punto. Durante la coniugazione ¢ Pestremita del
cromosoma distale rispetto al fattore F ad essere trasferita per prima. Il fattore F all’estremi
ta terminale del cromosoma Hfr viene invece raramente trasferito, dal momento che il pon-
te citoplasmico viene mantenuto solo per un breve periodo di tempo. La sua rottura blocca
il trasferimento del materiale genetico dal donatore al ricevente. Cosi, a meno che I’intero
cromosoma non venga trasferito (con la particella F all’estremita terminale), ’ex coniugante
(cellula ricevente dopo che Ia'coniugazione é stata completata) di Hfr X F~ ¢ sempre F~.
Ciascun ceppo Hfr-trasferisce i suoj marcatori in un ordine particolare.

Per alcune generazioni dopo la coniugazione, I’ex coniugante sara un diploide parziale (me-
rozigote) per quella porzione del cromosoma che ha ricevuto da Hfr. A meno che il pezzo
in piu (esogenote o merogenote) si integri nel cromosoma dell’ospite, esso va normalmente
perduto e il merozigote diventa di nuovo aploide.

Esempio 15,2,

Questo ceppo HfT tra-
sferisce i suoi marcatori

Questo ceppo HfT tra-
sferisce i suoi marcatori

Questo ceppo Hfr tra-
sferisce i suoi marcatori

nell’ordine BCDEGAF. nell’ordine GABCDEF. nell’ordine DEGABCF.
Ty
F
Hfr F—
(donatore) (ricevente)

¥J
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{(c) La trasduzione e el bt
i i i si i iliari il ciclo vitale del batterio-
Per capire 1a trasduzione, ci si deve dapprima fmnﬂ1anzzare con i ale atts
fago. I};l)piﬁ noto tra i sistemi di trasduzione ¢ il fago lambch ) in Esch?rzchza coli e 1.1 fa-
go P22 in Salmonella typhimurium. 1l ciclo litico dei fagi virulenti T-pari (2, 4, 6) che in-
fettano Escherichia coli & rappresentato nella fig. 15-1.

£ | é\
. S I |
A~ N e — 7

Iniezione del DNA del fago

nella cellula ospite; il rivestimen-
to proteico della testa rimane
attaccato fuori dalla cellula.

I1 DNA del fago interrompe
Ie normali funzioni cellulari e
da inizio alle duplicazioni.

Fago attaccato alla
cellula batterica ospite.

Il fago sintetizza un enzima (lisozima)
che disintegra la cellula (lisi) mettendo
in liberta particelle mature del fago.

I1 DNA del fago incomincia
ad essere circondato da un
rivestimento proteico.

Si produce un complesso di 50-100
o anche pil genomi fagici.

Fig. 15-1. Ciclo vitale di fagi T-pari.

Quando un virus infetta una cellula, ha due possibilita che si escl_udon.o'l’una con 1’a¥tra:.
(1) puo agire come un fago virulento ed entrare nel ciplo vegetativo (llthO? 0 (2) pud agire
come un fago non virulento (temperato), integrandosi ngl cromosoma ospite come un pro-
fago e duplicandosi in sintonia con il cromosoma battencp. .Una cel'lu'la ghe ospltg un pro-
fago si dice lisogena, perché il DNA di questo profago pud, in cond1;1om appropriate, es-
sere liberato o indotto dal cromosoma batterico (deintegrazione) e ritornare glla fase 11t1<;a.
I batteri lisogeni non si possono normalmente distingye_re dall‘e geillule‘bat.tenche non.m;il,.
se non per il fatto che le loro cellule sono immuni nei nguard% di 1nttezu')n1 da p:zlrte di altri
fagi della stessa specie. Alcuni batteri lisogeni possono essere 1ndqtt1 a llb?rare 1.1 lor(%J 1:;‘0;)
‘fago dal cromosoma che lo ospita per trattamento con luce ultrav1oletta (induzione )

mediante coniugazione (induzione zigotica).

Quando un profago si deintegra dal cromosoma batter‘icg, pud prendere con sé un plcgollo
segmento adiacente di DNA dell’ospite, che perde cosi, in questo processo, una part'e e
suo genoma. La particella fagica puo¢ cosi mediare il trasfermento diun gene batterico ;u-
di una porzione di gene batterico da una cellula a un’altra, in un processo chiamato tr'aatv -

zione. Tutti i fagi trasducenti mancano di una porzion_e del loro stesso .gepoma..Ne esisto
no di due tipi soprattutto: (1) trasduttori generalizzati e (2) trasduttori ristretti.

I trasduttori generalizzati non hanno un sito specifico di ajt?as:co. al cromosoma: posson;
attaccarsi in qualunque punto e cosi hanno eguale p{obal_)lhta di trasdurre qualungu}eéce‘
Se ’esogenote di un fago trasduttore generalizzato ylene.mcorporato nel genpmad ef'nit
vente, si produce un clone di cellule aploidi ricoml;maq’u. Questo processo viene etl :
trasduzione completa. Se invece I’esogenote non viene integrato, ma viene mantenuto

@
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me particella non duplicantesi, esistera come merozigote solo in una cellula di un clone
(trasduzione abortiva).

La trasduzione ristretta avviene solo in cellule che possiedono un profago integrato nel
cromosoma, in un locus specifico chiamato “sito del profago”. Solo il locus immediata-
mente adiacente al sito del profago pud essere trasdotto. Il miglior esempio di questa tra-
sduzione ristretta & data dal fago A (lambda) nel ceppo K12 di Escherichia coli. 1l sito del
profago per A in Escherichia coli ¢ adiacente al gene per la fermentazione del galattosio
(gal*+). Quando un ceppo gal+ lisogeno per A ¢ indotto a lisarsi dalle radiazion; ultraviolet-
te, alcune particelle A saranno portatrici del gene gal+. Un fago A trasduttore che abbia
“mercanteggiato” una parte del proprio genoma per il marcatore gal+ & chiamato \ dg
(cioe A difettivo per il galattosio) e quindi non puo da solo né lisare né lisogenizzare una
cellula ospite. Se un ceppo batterico lisogeno gal— (contenente un normale profago A) &
messo in presenza di una soluzione contenente Adg, i pochi trasduttori gal* che ne risul-
tano diventano eterogenoti instabilj gal™ [gal— (“lisogenizzazione doppia”). L’esogenote in
trasduzione ristretta non & integrato nel cromosoma ospite, ma pud duplicarsi con Iospite
per formare un clone di eterogenoti. Quando questi sono indotti a lisarsi (dall’attivitd del
normale fago “coadiutore”)quasi ogni particella A porta i geni gal, dando come risultato
un’elevata frequenza di trasduzione (Hft). La lisogenizzazione e la trasduzione sono pro-
prieta di una singola particella di fago, che si escludono ’una con ’altra.

I plasmidi ?

I plasmidi sono piccole molecole di DNA circolare extracromosomiche (“citoplasmatiche”),
che si duplicano autonomamente. Alcuni plasmidi, detti episomi, possono integrarsi nel cro- e
mosoma dell’ospite e duplicarsi con esso. Dj solito contengono informazioni genetica “non |
essenziale”, come i geni per la “sessualita” o per la resistenza agli antibiotici. Un vettore, usa- i
to in ingegneria genetica (capitolo 16) per introdurre nuovi geni in una cellula batterica, puo )
essere un batteriofago come \ o un plasmide come il fattore sessuale F di Escherichia coli. Se iE
il solo materiale genetico esistente in una particella F ¢ il gene per il sesso, I’episoma avra pro-
babilmente una scarsa omologia con il cromosoma batterico e quindi avra poca probabilita
d’integrarsi nel cromosoma dell’ ospite (convertendo quest’ultimo in una cellula Hfr). Quan-
do una particella F in una cellula Hfr s deintegra, pud portare con sé una porzione del cro-
mosoma ospite adiacente. Si dice che una simile particella F possiede una memoria cromoso-
mica € ci si aspetterebbe che, in seguito all’infezione, si integri nel cromosoma F ~ con una
frequenza relativamente elevata. Occasionalmente il “pezzo di memoria” dj una particella F
¢ abbastanza lungo da permettere al fattore del sesso di duplicarsi autonomamente come par-
ticella infettiva; inoltre, se & portatore di un cistrone completo, puo anche essere capace di
produrre un effetto fenotipico. Questo processo & chiamato sesduzione €, per complementa-
zione o integrandosi nel cromosma dell’ospite, pud produrre effetti fenotipici nei merozigoti.

Esempio 15.3.
F lact

F lac+
F lact

deintegrazione

5

integrazione

Se il locus del lattosio ¢ adiacente al locus F , per deintegrazione (rottura e riunione) pud
formarsi una particella F-lac*.
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7. La mappa del cromosoma batterico

(@) La coniugazione interrotta.

Quando colture Hfr e F ~ vengono mescolate, la coniugazione puod venire arrestata in qua-
lunque momento lo si voglia sottoponendo il miscuglio alle forze di scissione di un Frullatore Wa-
ring che artificialmente rompe i ponti di coniugazione. I campione viene immediatamente diluito e
inoculato su terreni selettivi, poi incubato e quindi conteggiato per stabilire il numero
di ricombinanti. Oltre al marcatore prescelto, il ceppo Hfr deve anche portare un marcatore di-
stale auxotrofo o marcatore di sensibilita, che impedisce la crescita delle cellule Hfr sul terreno
selettivo e quindi consente solo alle cellule ricombinanti di comparire. Questa tecnica viene chia-
mata controselezione. A causa della polarita secondo la quale viene trasferito il cromosoma Hfr,
il tempo in cui i vari marcatori genetici compaiono nel ricevente indica la loro organizzazione li-
neare nel cromosoma donatore. A una data temperatura, il trasferimento della prima meta del
cromosoma Hfr procede con una velocita relativamente uniforme; pertanto il tempo di entrata
dei diversi marcatori in una cellula ricevente (F ™) ¢ una funzione della distanza fisica fra loro.
A causa degli errori introdotti con le manipolazioni sperimentali, questo metodo & piu adatto
per quei marcatori che sono distanziati di piti di due minuti.

Un ceppo Hfr portatore dei marcatori prototrofi a*, b+, ¢+ viene mescolato con un
ceppo F, portatore degli alleli auxotrofia, b, ¢. La coniugazione & stata interrotta con
intervalli di 5 minuti e i batteri inoculati su terreni che hanno rivelato la presenza di ri-

Esempio 15.4.

combinanti.
Tempo (in minuti) Ricombinanti
5 abte
10 abtct
15 atbtet

L’ordine dei geni nel ceppo donatore Hfr & b+-c+-a*; b ¢ ameno di 5 unita di tempo
dall’origine; ¢ ¢ a meno di 10 unita di tempo da b; @ &€ a meno di 10 unita di tempo dac.

() La coniugazione ininterrotta.
Quando alla coniugazione viene consentito di procedere senza interruzioni artificiali, iltem-
po di rottura del ponte citoplasmico diventa chiaramente un fattore casuale fra le coppie che si
appaiano. Quanto pill un marcatore si trova vicino all’origine (estremita di testa del cromosoma
donatore) tanto maggiori sono le sue possibilitd di comparire come ricombinante in una cellula
ricevente. Le cellule donatrici e riceventi vengono mescolate per circa un’ora nel brodo di coltu-
ra e quindi inoculate in terreni selettivi che consentono la crescita solo di ricombinanti F~ per
uno specifico marcatore. La controselezione contro Hfr deve anche far parte di un disegno speti-
mentale. Il marcatore controselettivo dovrebbe essere collocato quanto pit distante possibile
dal marcatore prescelto di modo che i ricombinanti non selezionati non vadano perduti con la
sua inclusione. Le frequenze con le quali marcatori non prescelti compaiono in ricombinanti sele-
zionati sono inversamente proporzionali alle loro distanze dal marcatore prescelto, a condizione
che siano distanti da esso. Naturalmente, ogni marcatore non prescelto fra il marcatore seleziona-
to e l'origine del cromosoma sara sempre trasferito in testa a simile marcatore. I marcatori pros-
simali, lontani pil di tre unita di tempo, presentano circa il 50% di ricombinazione, indicando
cosi che il numero medio degli scambi fra loro ¢ superiore a uno. Proprio nel punto in cui la co-
struzione di una mappa grossolana mediante coniugazione, cio¢ per marcatori lontani meno di
due unitd di tempo, diventa inefficace, la mappa di ricombinazione diventa invece assai efficiente
permettendo cosi Ia stima di distanze fra geni strettamente associati o fra siti mutanti all’interno.
dello stesso gene. Le distanze fra geni possono venire espresse in tre tipi di unita: (1) unita di
tempo, (2) unita di ricombinazione, (3) unita chimiche.
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Esempio 15.5.  Se, in Escherichia coli, un minuto dj coniugazione ¢ equivalente 3 20 unita di ricombi
a di ricombina-

zione e I'intero cromosoma viene trasferito in 100 minuti

\ 1 e > allora Ia jup,
Ie; ma}épa ;:1 di 2000 unita di ricombinazione. Se, nel cromosoma esistoi};e?zi tota lz‘deﬁ
cleotidi, allora un’unita di ricombinazione ra resenta 7 0 — ., paia dinu-
tidi. ' pp 107/2000 = 5000 paia di nucleo.

(¢) La mappa di ricombinazione.

P.raticamente tutte le opportunita di ricombinazione nei batteri implicano solo un ial
trasferunento di materiale genetico (meromissi) e non quello dell’intero Cromosoma Un;())amg\e
geni hanno la possibilita d’integrarsi nel cromosoma dell’ospite per coniugazione sec.:ondo(l) o
lunghezza del pezzo di donatore ricevuto. Normalmente gli esogerfoti devono int’egrarsi era
tersi duplicare e distribuire a tutte le cellule di un clone. Durante la trasformazione o Ia It)rasgﬁ:
zione solo un piccolo segmento di DNA viene normalmente integrato. Cosi, se una cellula viene
trasformata per due marcatori genetici dallo stesso frammento trasformante di DNA (doppia
trasformazione), i due loci devono essere strettamente associati. Parimenti, se una cellula ¢ simul-

) (cotrasduzione), i due
marcatori devono essere strettamente associati. 1 grado di associazione fra diversi geni funziona-

li (intercistronica) o fra mutazioni all’interno dello stesso gene funzionale (intracistronica) pud

allora essere calcolato in base ai risultati degli incroci specifici.

Nei sistemi merozigoti in cuj il contributo genetico del genitore donatore & incompleto, &

necessario un numero pari di crossing over per integrare I’esogenote nel cromosoma dell’ospite
(endogenote). -

Esempio 15.6. 7 esogenote

endogenote

I ricomb‘inanti prototrofi devono integrare Iesogenote da qualche punto a sinistra del
locusa fino a qualche punto a destra del locus b. Sono necessari due crossing over (o un
numero comunque pari) perché si abbia quest’integrazione.

Esempio 15.7. v esogenote

PR T endogenote

In questo esempio un ricombinante prototrofo richiede un crossing over quadruplice (o
un numero comunque pari) per I'integrazione di tutti i geni di tipo selvatico.

Il numero totale di discendenti & ignoto nei sistemi merozigoti, per cui non si pud esprime-
re su questa l?ase la frequenza di ricombinazione. Le frequenze di ricombinazione devono dunque
essere messe in rapporto a qualche standard che sia comune a tutti gli incroci. Per esempio, il nu-
mero di r‘icombinanti prototrofi prodotti dall’incrocio di due ceppi mutanti pud essere confron-
tgtq con il numero emergente dall’incrocio di tipi selvatici con tipi mutanti. Tuttavia, molte fon-
ti Q1 errore sono inevitabili quando si comparino i risultati di incroci diversi. Questo problema
puo essere aggirato confrontando il numero dj ricombinanti prototrofi con qualche altra classe
di ricombinanti che provengono dallo stesso incrocio.

Esempio 15.8. Test dei rapporti per diversi geni funzionali. Si supponga di avere due ceppi mutanti, g e

b,in cuiil ceppo donatore (a*b) pud crescere su un terreno minimo rifornito di sostan-
za B, mentre il ceppo ricevente (ab*) non puod farlo.
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at b - )
_—T T esogenote
| i
@ @ ! (3)
i
——emet 1+ ___ endogenote
a b+

11 crossing over nelle regioni (1) e (2) produce ricombinanti prototrofi (z*b*) in grado di
crescere su terreni non riforniti di sostanze supplementari. Se il terreno viene rifornito di
sostanza B, allora i ricombinanti a*b che derivano da crossing over verificatisi nelle regio-
ni (1) e (3) possono crescere in aggiunta ai prototrofi.

numero di prototrofi

Rapporto di ricombinazione standardizzato = — - -
numero di ricombinanti

Esempio 15.9.  Test del rapporto intracistronico. Si considerino due mutazioni intracistroniche, b, ¢ b,,
che non permettono la crescita su un terreno privo della sostanza B. Il ceppo ricevente
contiene una mutazione in un altro gene funzionalmente diverso (2), sia associato sia non
associato a b, che non permette la crescita se non vengono fornite le sostanze A e B.

+ + by

esogenote

(1)

T T T

i i !

. @ 3 @
i 1

: . i 1

a by +

Su un terreno privo delle sostanze supplementari, compaiono solo i prototrofi formatisi

da crossing over verificatisi nelle regioni (1) e (3). Su un terreno rifornito solo della so-

stanza B, possono sopravvivere quei ricombinanti che coinvolgono la regione (1) e una

qualsiasi delle altre tre regioni.

endogenote

o o ] numero di colonie su terreno non rifornito di B
Rapporto di ricombinazione standardizzato =

numero di colonie su terreno rifornito di B
(d) La definizione dell’ordine genetico.

La costruzione di mappe di piccole regioni, nei microrganismi, ha rivelato che i crossing
over multipli avvengono spesso con una frequenza molto superiore a quella casuale, un fenome-
no chiamato “interferenza negativa localizzata”. Il solo metodo non ambiguo per determinare
Pordine di siti molto strettamente associati & quello che ricorre a incroci reciproci che coinvolgo-
no tre fattori. Si supponga di'sapere che la localizzazione del gene a ¢ alla sinistra del gene b men
tre 'ordine di due mutanti all’interno del cistrone b ¢ ignoto. Gli incroci reciproci porteranno a
risultati diversi, secondo ’ordine dei siti mutanti.

complementazione pud ‘4
td normale. Si ammette che i mutanti i
soltanto) si sovrappongono nella lor
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Esempio 15.11.  Si supponga che Pordine dej siti sia a-b-b;.

+ by +
- 77

esogenote
Incrocio originario: a 2) :(3): (4)
] i !
- i L 4 — endoge
. r— genote
a + b :
. . ———— esogenote
Incrocio reciproco: M 1@ @), (4)
t ! U
- i 4 — endogenote

i}
+ by +
Nell’incrocio originario, la produzione di prototrofi richiede quattro crossing over, uno

in ciascuna delle regioni (1), (2), (3) e (4). Nell’incrocio Teciproco sono necessari, invece,

solo due c_ro§§ing over .(nellg regioni (2) e (3) ) per produrre prototrofi. Quindi ci si aspet-
tano molti pil ricombinanti prototrofi dall’incrocio recipraco che dall’incrocio originario.

(e) La costruzione di mappe di complementazione,

Una particella F che trasporta un i i
: ‘ gene batterico diverso dal fatt
merozigote F*, relativamente stabile. Questi diploid ecsere
plementazione su mutanti che riguardano lo

: TS0 sesso produce un
1 parziali possono essere usati per test di com
stesso carattere.

Esempio 15.12. Un ceppo Hfr di Escherichia coli
il gene z7 per sesduzione a un ric
Se 2, e z, appartengono allo stes

¢ incapace di fermentare il lattosio (z7) e puod trasferire
evente mutante (z3), formando Peterozigote 25 /(F-z7).
s0 cistrone (alleli funzionali), allora la complementazi

un enzima che abbia fino al 25% dell’attivi-
plement'ano con altri mutanti (con alcunj
mappa di complementazione puo essere co-

Esempio 15.10. Si supponga che P'ordine dei siti sia a-b,-b,.

o ‘ oti batterici o negli eterocarionti fu
I ! esogenote mappgac]h ni(())mpletmerflltaglone NON'puo essere paragonata in alcun modo auna mappa dlnc:g;3351g; )
. . e . m
et e o : N :(3): " e At delfanl (())cgl izzlizgene Véeﬁe definito secondo criteri diversi. Essa non dice niente della
‘ lone delle mutazioni interessate. Le ma i
) : , i : ppe di compleme
. o endogenote dedotte dai merozigoti o dagli eterocarionti; le mappe di crossing over da espinr?e:flagiog‘:eosogo
mbi-
—‘?—brl——ﬁ—— esogenote Esempio 15:13. Tre mutanti si dispon 010 pe 1 i
| | I _ , £0no per complementazione su una mappa in questo modo:
Incrocio reciproco: ® @@ @ . :
| | !
- —i— ‘L 2)2 endogenote 3

Nell’incrocio originario, i prototrofi (+++) possono essere prodotti da crossing over ¢
si verificano nelle regioni (1) e (3). Nell’incrocio reciproco, essi compaiono in seguito
crossing over verificatisi nelle regioni (3) e (4). Il numero dei prototrofi dovrebbe ésse
allincirca lo stesso nei due incroci.
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() Lacostruzione di mappe mediante mutanti di delezione. endocitosi o di fagocitosi). Una volia dentro la cellula, i pepli (se presenti) e il capside devono
essere rimossi prima che acido nucleico virale si duplichi (“crescita vegetativa” o “ciclo liti-
€0”) o lisogenizzi la cellula (si integri cioé nel cromosoma dell’ospite). Il numero dj fagi in una
u coltura pud essere valutato iniettandone un’appropriata diluizione SU una piastra contenente Je
cellule ospiti, Ciascuna particella fagica litica formera una placco (buco) in questa piastra.

. ; . o atas
Una Zione diun gene funzionale in qu‘alyc’he segmento 1non puo ncembir’xgrs; ft:;)girvr; i
zioni puntiformi in quella stessa regione anche se, invece, mut{aizmm.;r; due pﬁgt; ng é e

k i i i i o se ;

i i ossono ricombinarsi e produrre il tip n°al
all’interno di questa stessa regione p . ' \ dus a -
proprieta caratteristica dei mutanti di delezione ¢ la loro stabilita, essendo essi incapaci di m

: 1 tipo selvatico. L uso di delezioni che si sovrappongono puo ridurre considere- L:a maggior' parﬁ:;e dei virioni variano come diﬁ:nensiqm da c;:ﬁrcan 10 nanometri (nm) (peru .
tare di nuovo nel tip IPanalisi della struttura fine di un gene. esempio 1 batteriofagi F2, R17 e MS2) a 300 nm (i poxvirus animali) e passano attraverso filtri
-volmente il lavoro nell’ana € T (da 0,2 a 0,45 micrometri (um)) che non lasciano passare i batteri (con I'eccezione dej Chiamy-
Fsempio 15.14.  Nel determinare i limiti di una delezione, si supponga che una serie di mutanti singoli (1, dia, R.l'cketz‘sia e cMycoplasmgz),g Il limite di risqiqzi:qne del migroscopio gttico & @i circa 2OQ nm,
pio B2 2,3,4) sia gia stata disposta su una mappa come appare qui sotto: € percio la maggior parte dei virus non sono visibili senza P’aiuto del MICroscopio elettronico. i
3 4 I
! ? 7 I virus differiscono dagli organismi cellulari per le seguenti caratteristiche:
X (1) Hanno un solo tipo di acido nucleico (DNA o RNA), mentre le cellule li hanno en- j
Z trambi ’ ‘
Esempio 15.15.  Una delezione che non si ricombina con i _ gﬁgﬁﬁ%ﬁg&% it - (2) Non sono cgpac_i di Sin;tetiz;ar.e Ie proteine (non centgngono cio{.a ribosomi), di uﬁiiz-
-4ipo selvatico con 3 e 4 si estende sulla regione X. Ung detezione chie = . zare fonti proprie di energia chimica (non hanno metabolismo), o di generare ATP (non
‘ticonJedhai limiti indicati da Y. Un.mutante dide LQEHEELLIRO 6L

hanno un sistema di citocromi).

(3) Non hanno membrane esterne lipoproteiche, o organelli dotati di membrana, oltre aj
pepli derivati dall’ospite.

(4) Non sono colpiti da concentrazioni dj antibiotici che non sono tossiche per le cellule.

co solo con i miitanti puntiformi 1 0 4 ha i limiti indicati da Z.

Nell'assegnare le mutazioni puntiformi alle regioni di delezione

1 2 3 4 (5) Sono sensibili a certe proteine prodotte dalle cellule dei piu evoluti vertebrati, chiama- il
R te interferoni, che interferiscono con la duplicazione virale, ma non con Pattacco o I’en- o
trata del virus nella cellula ospite. i
S (6) Non hanno sistemi di movimento. oltre alla diffusione.
T (7) Non “crescono” nel senso classico di crescita di massa; e ciog, una volta formato, il
date le delezioni R. S e T mostrate qui sopra, la mutazione che si ricombina 95'"'}'”"’ ti:r.o virione non aumenta piti la sua dimensione.
-lipo selvatico con le delezioniS e.T, ma non con R, e.1. Il numero 3 & il solo dei qua

mutanti che non si ricombina con una delle tre delezioni.

I VIRUS

1. Caratteristiche dei virus. o o . e
I virus non sonc cellule, ma parassiti intracellulari obbligati. Tutti i virus infettivi (vir

) et o s § s e g, O R,
entrambi COmp ; ; : ! : , de ’aCl ih
i iste di subunitd identiche .rlpetute‘detage capsomeri. La cqmbmazzone cido n
o )
fi(;gl ?)l:ttle:iij’%; 20;15 l:élma;iig;re;?eg;;fl gu%e}i%gidiz ;aé;;%reesggsel:a ;;aéiég ;:5%?2(;}?:} '

i i fagi. La maggioranza dei fagi abban lonan 1 P T S
e e o
ituito da un lembo della membrana cellu a. "ospite ( . .
Shismato pepo. L ot s e e it e
ifici i Itre cellule ospiti. La serie Ts . 3 |

e e el o el b Gl ol tant 5045 i s e i

2. La struftura genetica e Ia duplicazione dej virus.

Mentre il materiale genetico di tutti gli organismi cellulari & il DNA lineare a doppio fila-
mento, i virus possono avere DNA o RNA, nelle forme Vuoi a singolo vuoi a doppio filamen-
to. Ciascuna di queste forme richiede una diversa modalita di duplicazione. Cj sono sei schemi
principali di duplicazione e trascrizione conosciuti nej virus animali, i cui dettagli si possono
trovare in qualunque manuale di virologia completo. I virus a RNA non hanno bisogno di sin-
tetizzare DNA per duplicarsi, ma i virus a DNA devono fabbricare RNA per produrre nuovi
virioni. T virus 2 RNA oncogeni (capaci di indurre tumori), a singolo filamento, devono fab-
 bricare una copia di DNA (cDNA) e questa si deve integrare nel cromosoma dell’ospite come
_ Provirus prima di essere capace di frasformare una cellula normale in una cancerosa. Per fab-

 frascrittasi-inversa e Ia propria DNA-polimerasi RNA-dipendente (sintetizzata nell’ospite infet-
fato per ultimo), Appartengono ad un gruppo di virus chiamati “retrovirus” (Retroviridae),
_Perché sembrano invertire il normale flusso cellulare di informazione genetica dal DNA

idi) di i i . Come si dup
* 1 viroidi sono piccoli segmenti infettivi (circa 255 nuclectidi} di RNA a singolo fligmgnltct) IEjjg e
chino ¢ un mistero. Furono scoperti per la prima volita come la causa della malattia del tu

te ¢ pomodori.
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al’RNA.. La trascrittasi inversa puo essere utilizzata in vitro per sintetizzare un gene cellulare ;
dal suo trascritto (mRINA) purificato. ' Ceppo del fago Ceppo di Escherichia cols
Nell’infezione dei batteriofagi (liberazione dei virioni) ci sono cinque passaggi principali B 3
(fig. 15-1). ‘ K
(1) L’adsorbimento del fago sui recettori della cellula ospite per mezzo di specifiche pro 7+ (selvatico) tipo selvatico fipo selvatico tipo selvatioo

teine virali.

. . . . . . . . 711 grandi placche di .
(2) La penetrazione nella cellula ospite dell’acido nucleico virale (di solito per iniezione). - grandi placch grandi placche grandi placche
N . . . . N . . i pla H 5
(3) La duplicazione del “genoma” virale e la sintesi delle proteine virali. . . placche tipo selvatico nessuna placca
(4) 1l montaggio spontaneo dei nuovi nucleocapsidi. m grandi placche tipo selvatico tipo selvatico

(5) La liberazione dei virioni maturi dalla cellula ospite.

Essenzialmente gli stessi passaggi sono seguiti dai virus animali, con I’addizione di un pas-
saggio in cui il virione viene liberato del nucleocapside dopo che & penetrato nella cellula. La
sintesi del’mRNA cellulare cessa subito dopo I’infezione fagica; le nucleasi fagiche distruggo-
no il DNA dell’ospite. Alcuni fagi (per esempio il T4) possiedono I’enzima idrossimetilasi che
modifica le citosine fagiche in idrossimetilcitosine. Le basi cosi modificate sono resistenti alla
degradazione compiuta dalle nucleasi sia dell’ospite sia del fago. Alcuni fagi possiedono o fab-
bricano dei repressori (proteine) che disattivano le funzioni del DNA ospite. Altri fabbricano o
possiedono specifiche polimerasi degli acidi nucleici che duplicano o trascrivono soltanto i ge-
nomi virali. Alcuni virus contengono I’informazione per sintetizzare tRNA nuovi che traduco-
no preferenzialmente soltanto le proteine virali.

Quando due diversi ceppir
o K12

cepp in numero abbastan

diti ) ; ! - nell solo i rari ricombinanti
1 tipo selvatico saranno in grado di causare la lisj ¢ il numero di cellule intaccate sara allora mol-

to piccolo. Quindi i risultati d i i disti i
coicoolo. Qu 1 della complementazione sj distinguono facilmente da quelli della ri- ‘

tanti 1Sr? 3(;1 ;tgceolllsz?e dellét dzl_eziom‘ che si sovrappongono per delimitare un numero di siti mu- \
cgmento di un cistrone. Benzer non ha cercato di ordj i siti i

Pinterno di ciascuno di questi pi i i i 6.0 d1 ordinare i siti mutanti al- ]

piccoli segmenti, ma 1i ha perd sotto osti a test di ri inazi ||

per constatare la loro identita o non identita. Cid & i Pos, 2 test di ricombinazione 1

X . € stato realizzato infettando doppiamente il

f: 1135 go]?tgz bﬂolif di coltura con una coppia di mutanti ryy (i, € 715, € consentendo loro di lisa-- I

. mero totale di fagi figli ¢ calcolato inoculando diluizioni di questo prodotto di .

lisi in colonie di coli B e contege; .
ggiando le placche che : : - .
¢0 5010 contati inoculando il prodotto placc ne risultano. I ricombinanti di tipo selvati-

; Mg L
vatico (rnar.m,) conteggiata, si ammette che sj sia formato anche un
tante doppio (ry,71n,) non riconoscibile.

Esempio 15, 16. Il virus del sarcoma di Rous (RSV), che causa tumori nei tessuti osseo e connettivo
dei polli, consiste di due molecole di RNA a singolo filamento identiche. Da quattro
a otto molecole di tRNA sono legate a ciascuno dei due genomi virali 355 e “incolla:
no” le due catene in un complesso 70S. Come tutte le DNA-polimerasi, la trascrittasi
inversa non pud iniziare le catene DNA, ma pud séltanto aggiungere desossiribonu-
cleotidi alle catene DNA nascenti o a corti RNA “d’innesco” (“primers”) che iniziano
la sintesi di DNA. I “primers” per la sintesi del DNA dei genomi del RSV sembrano
essere alcune delle molecole tRNA legate al complesso 70S. Il genoma doppio del
RSV ¢ una caratteristica piuttosto unica, che non si trova in molti altri virus.

Percentuale di ricombinazione = 200 (numero di placche su K)
numero di placche su B
La piu piccola frequenza di ricomb
circa dello 0,02%, il che corrispon
unita di ricombinazione! :

tnazione riproducibile osservata fra due siti nella regione 7y &

3. Lamappa del genoma virale. .
pp g de a circa 1/400 di un gene la cui lunghezza totale ¢ solo dj 8

Durante la duplicazione del DNA del fago, un insieme di forse 100 o pili genomi fagici puo
essere presente all'interno della cellula ospite. Esiste quindi un’opportunita per ciascuna moleco-
la di DNA di andare incontro a svariati eventi di ricombinazione, chiamati “tornate di accoppia-
menti”. Questo aspetto del ciclo vitale del fago rende I’interpretazione dei dati di ricombinazio-
ne considerevolmente piu difficile che non nella maggior parte degli organismi superiori. Una
certa compensazione si puo avere per qualcuna di queste difficolta ricorrendo a un appropriato
programma sperimentale e accettando quelle ipotesi che sono concordanti. In tal modo, I’analisi
del genoma fagico si ¢ avvicinata al livello di risoluzione nucleotidico. ,

Forse Panalisi piti definitiva che sia mai stata realizzata della struttura fine di un gene € guel
la di Benzer che ha studiato la regione ry; del fago T4. Quando il T4 di tipo selvatico (r*) infett
Pospite Escherichia coli, produce placche relativamente piccole con bordi increspati. Nella regio come un uovo fecondato si differengi ‘
ne » sono state scoperte molte mutazioni che producono tutte una lisi pil rapida del loro ospﬁte La figura 15-2 & una mappa ge rf::tlineldvl 1 .
che non il tipo selvatico, il quale produce placche pitl grandi con bordi relativamente piu lisci. durante la discussione che seg lllje %na (i"at ¢l genoma di lambda e ad essa faremo riferimento
Questi muj[e}nti 7 pOssono essere classificati in tre gruppi fenotipici, secondo la loro capacita di clo litico e permette di stabilizza.r e o dip n?arelltgierreep lraeslsiore p r.odot-t 2 dal gene cI Jmpedisce il ci-
produrre lisi su tre ceppi di Escherichia coli. , ‘ rende la cellula immune da ul teriori infezioni da fagi 1 ;;g;?gélzzlgwnff. 1I)Iloltre, il repressore
I'siti di ry, ryp € rygp sono localizzati su una mappa in punti completamente diversi e non conti sibili a] repressore, og (operatore di destra) e o; (operatore di si geni. Due operatori sono sen-
La regione ry; ¢ lunga circa 8 unita di ricombinazione, rappresentando cosi all’incirca 1’1% del Iepressore impedisce I’espressione del gene N; Luanlzio bl e i stnustra). _Quan,do bloqca 0z, 0 il
cromosoma del fago. Per mezzo di test di complementazione, si dimostra che la regione ry €O! geni O e P. [ prodotti proteici dei geni N, O ’e(jD 8010 ne(c):(e:g:a?iR’ ;nﬁedlsce I espressione del'
siste di due cistroni adiacenti e contigui, A ¢ B. Parte degli altri geni strutturali di lambda. Ciascun operatore hapﬂ prcf:sagircfs:ilg)ngecllepl)lrac)gitggl{gr

4. 1l batteriofago lambda ).

Per trasformare una cellula normale in una cellula cancerosa, un virus oncogeno si deve

gl;tteig?re gel cromg§oma dell’ospite in un quq analogo alla lisogenizzazione dj una cellula
1ca da parte di un fago temperato. Oggi si conoscono i meccanismi di controllo della Ii-

sogemgzazane da parte del fago \, molto meglio che per qualsiasi altro virus, Relativamente

POco si sa circa ’analogo processo di virogenia nelle cellule animali. Si spera che alcune infor-
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Fig. 15-2. La mappa del genoma di lambda. Le frecce piene indicano la direzione delle regioni genetiche cotra-
scritte, soggette all’azione di terminazione del fattore tho. Le frecce tratteggiate indicano I’estensio-
ne della cotrascrizione quando sono presenti fattori di antiterminazione che annullano attivita del
fattore rho; il prodotio del gene NV annulla la terminazione in (2) e il prodotio del gene Q in (2). (Da
Gunther S. Stent a Richard Calendar, Molecular Genetics: An Introductory Narrative, W.H. Free-
man and Company, San Francisco, 1978).

br € pr. Ciascun operatore consiste di tre sequenze nucleotidiche di 16 basi, correlate da sim-
metria binaria. Cosi, tre molecole di repressore possono legarsi a ciascun locus operatore.

Il repressore di lambda controlla la propria sintesi; quando ¢ abassa concentrazione, in-
duce la propria sintesi, mentre ad alte concentrazioni la reprime. Il gene ¢I che produce il re-
pressore € trascritto da destra verso sinistra, iniziando dal sito del promotore indicato Dru
(promotore del repressore, di mantenimento). Fra i tre siti per il legame del repressore nella re-
gione prog, quello piu a sinisira si sovrappone con pru, di modo che quando il repressore vi
si lega, il gene cI viene disinnescato. Il repressore si lega pili prontamente al sito pit a destra
nella regione prog e ha un’affinitd minore per il sito piu a sinistra. Cosi, quando il riforni-
mento di repressore & scarso, soltanto il sito piu a destra si complessa con il repressore, stimo-
lando in realta la trascrizione del repressore (analogamente ai controllo positivo esercitato dal
compiesso CAP-cAMP se legato al sito di legame del CAP nella regione /acP). Se il repressore
¢ presente in eccesso, il sito di legame pilt a sinistra sard coperto dal repressore e la sintesi del
repressore sara inibita attraverso un controllo negativo. La concentrazione del TEpPressore puo
pertanto essere mantenuta in una misura relativamente ristretia,

Per stabilire lo stato lisogenico & necessaria una concentrazione di repressore molto piu al-
ta che per mantenerlo. Si pud raggiungere una frequenza di sintesi del repressore da 50 a 100
volte piti elevata quando la trascrizione viene iniziata dal sito indicato prr (promotore del re-
pressore, instaurazione), che si trova parecchie centinaia di paia di basi nucleotidiche (nbp) a
destra del promotore pry. I prodotti dei geni Il e cIIT esercitano un controllo positivo essen-
ziale per iniziare la sintesi dell’mRNA di ¢l nel sito DrE, Ma non essenziale per iniziarla nel si-
to pru. Le molecole di mRNA iniziate nel sito PrE, pitt lunghe, possiedono una efficiente se-
quenza di legame al ribosoma per tradurre il gene cl. Le molecole di mRNA iniziate nel sito

Drus, DIt corte, probabilmente non contengono tutte le nbp del legame al ribosoma e sono per-
cio tradotte in modo molto inefficiente nelle proteine del repressore. Quando la trascrizione
inizia nel sito pre, PRNA polimerasi non & limitata nel suo movimento attraversc il locus or
nel gene cl, anche se tutte e tre le sequenze di ox sono legate al repressore. Questo controllo
positivo della sintesi del repressore avviene sia a fivello trascrizionale (per mezzo dei prodotti
cll e cIIl che stimolano I’inizio del’mRNA nel sito pre) sia a livelio traduzionale (per mezzo
dell’alta efficienza del legame tra il ribosoma e PmRNA prodotto a partire dal sito prE). _
Una risposta litica produttiva pud essere evocata quando una cellula non lisogenica ¢ in
fettata da uno o piti fagi lambda. II primo gene sintetizzato dall’operone di destra € cro (co
trollo del repressore e di altre cose); il suo prodotto ¢ un repressore del repressore dell’imm
nita litica (il prodotto del gene cl). Si pensa che il prodotto del gene cro inizi la trascrizi(n?e
gene cI nel sito promotore pru. Se il repressore dell’immunita & presente nella cellula, diSI‘ﬁIl
schera I’operone di destra e non sara prodotto nessun “repressore del repressore”; questa €
condizione normale neilo stato di profago. Tuttavia, se il repressore non & presente nella ¢
la, il repressore prodotto da cro impedisce la sintesi del repressore dell’immunita, favorend
cosi la risposta litica. .
Traigeni Neclll, croeclie Pe Q esistono dei siti attenuatori {discussi nel capitol
a proposito dell’operone del triprofano in Escherichia coli). Il prodotto del gene IV é un ft

3

nza del geni distali, altrimenti s i
terminazione nelle regioni dell’attenuatore. Tuttavia, il fattor e e

© 1 ‘ e di terminazione del gene N
consente la trascrizione dej “geni tardivi” da § y ey

nte | a Jin una singola molecola di mRNA poligeni-
€0, a 1niziare dal promotore indicaio ; i sono.

I ,, Prate. La maggioranza dej rodotti di i i
componenti struiturali proteiche del fago infetti e Tella oot om0

' _ vo lambda (e cioé le protein
coda). Il fattore di antiterminazione prodotto d ( ber Peapresgion. ¢ della

. al gene Q & richiesto per I’ i i i
che sono sotto il controllo del promotore PLATE. e P Fepressione def geni
Il genoma lineare di lambda nel fago infettivo si circol

modo cheigeni Re A diventano adia i to si i i

) centi. Questo si realizza per mezzo dei i i
3 - ) 3 ° o a } E‘Odo :
tict precoci” dei geni wnt, xis, red ' Fineama

€ rex, che riguardano Ia ricombinazione geneti ’i
: ( , netica e integra-
Zione o la deintegrazione del genoma fagico. I geni O e p ; .

dei complessi enzimatici che duplicano il genoma di lambda,
a Quanido una cellula non lisogenica viene infettat

decisione di seguire la risposta litica o quella lisogenica pud essere determinata in primo luc;go

h’@ raggitﬂmto prima che la trascrizione ulteriore del gene
dell’immunits nel locus Prog.

PROBLEMI CON LA SOLUZIONE

I BATTERI

15.1. La genetica batterica, come disciplina, & iniziata nel 1
Djelbrﬁc}g pubblicarono un articolo da] titolo
ity to virus resistance”. Prima dj allora non

943, quando S.E. Luria e M.
“Mutati@ns of bacteria from virus sensiti-
§1 sapeva se Pereditd dei batteri cambiasse
a dell’esposizione ad ambienti specifici, o

: : ; ‘ one gia prima che una pressione ambienta-
© agisse come agente selettivo cosi da aumentare il numero di mutant; adattativi. La

prlma,; idea era Iamarckia'na,: la seconda neodarwiniana. Luria e Delbriick trovarono
che ¢ €ra una grande. variazione tra un esperimento e I’altro nel numero di E, coli che
crano resistenti alla lisi mediata del fago T1. Per determinare quale delle due ipotesi

fos - . . : . . .
d(‘) se coget@ essi eswgltafcno la seguente “prova di fluttuazione”, Venti “colture in-
tviduali” di 0,2 ml e una colturg i
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Colture individuali Campidni della coltura di massa
Numero della Numero delle Numero del Numero delle
coltura colonie resistenti campione colonie resistenti
1 1 1 14
2 0 2 15
3 3 3 13
4 0 4 21
5 0 5 15
6 5 6 14
7 0 7 26
8 5 8 16
9 0 9 20
10 6 10 13
11 107
12 0
13 0
14 0
15 1
16 0
17 0
18 64
19 0
20 35

Soluzione:

Le varianze di ciascun esperimento possono essere calcolate dalla formula del quadrato ({1.2);

le colture individuali hanno una varianza dj 7 14,5, mentre la varianza dei campioni dalla coltura di
massa ¢ 16,4. In una distribuzione di Poisson, la-media ¢ la varianza sono essenzialmente identiche;

quindi, il rapporto varianza/media dovrebbe essere uguale all’unita (1,0). I rapporto varianza/me-

dia per i campioni della coltura di massa & 16,4/16,7=0,98 o quasi 1,0, come atteso per una distri-
buzione casuale di eventi rari. I campioni della coltura di massa servono collettivamente come con-

trollo per le colture individuali. Lo stesso rapporto per le colture individuali, tuttavia, &
714,5/11,3=63,23, indicando che in ciascuna coltura ci sono fluttuazioni estremamente ampie intor-
no alla media del numero di cellule Ton’. Se Ia resistenza ai fagi T1 avviene con una data probabi-
lita soltanto dopo il contatto con i fagi, allora ciascuna coltura, sia degli esperimenti individuali sia

di quelli di massa, dovrebbe contenere approssimativamente lo stesso numero medio di cellule resi-

stenti. D’altra parte, se i mutanti Ton* insorgono prima del contatto con i fagi, ci si attende una

grande variazione intorno alla media tra una coltura e I’altra, perché alcune incorreranno in una
mutazione molto presto e altre tardi (o per nulla) durante il periodo di incubazione. Questo esperi-
mento si dimostra in favore dell’ipotesi della mutazione e contro Pipotesi della resistenza indotta.

. Alcune mutazioni, come la resistenza fagica, sono preadattative nella misura in cui il loro van-
taggio selettivo diventa manifesto soltanto quando i fagi sono presenti nell’ambiente come agente se-
lettivo; in questo caso i batteri T1-sensibili (Ton®) sono uccisi dai fagi T1, consentendo soltanto alle
poche cellule Ton" di sopravvivere e moltiplicarsi. La resistenza ai fagi dipende dall’alterazione della
struttura dei recettori batterici ai quali si attaccano normalmente i fagi T1. L’immunit3 alla superin-
fezione da parte di un fago specifico si basa sulla produzione di un repressore della duplicazione del
fago da parte di una cellula lisogenica.

Due ceppi auxotrofi tripli di Escherichia coli vengono mescolati in un terreno liquid
inoculati su un terreno completo che serve quindi da piastra madre per ottenere

duplicati su 6 tipi di terreni diversi. Dalla posizione dei cloni sulle piastre e dagli ingr
dienti presenti nel terreno colturale sj determini il genotipo di ciascuno dei 6 cloni. |
dine dei geni ¢ il seguente.

T=-L~By B*Pa*C+ x T+*L*B} B-Pa~C~
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I rifornimenti nutritivi sono abbreviati come segue:

T = treonina B = biotina
L = leucina Pa = fenilalanina
B, = tiamina C .= cistina piastra madre

(terreno completo)

Duplicati: ciascuna piastra con

Duy ! r tiene il terreno colturale minimo pili le sostanze aggiunte
indicate sotto ciascuna piastra. .

T, L
C

L, B, B, Pa

Pa, T, BI B, C

#1 cresce quando viene rifornito di T e L o d; T e B;, ma non quando viene rifornito di L e B;. Quin-
di questo ¢ auxotrofo per T soltanto (T-L*B} B+Pa+C+),

#2  compare solo sulla piastra rifornito di Pae di C. B’
T+L"TBI+ B*Pa~C-.

#3  compare su tutte le piastre duplicati e, quindi, deve essere prototrofo (T+L+B h B+Pa+c+).

#4  cresce solo quando ¢ rifornito di T e L; deve essere un doppio avxotrofo con genotipo
T-L=B} B+Pa+C+. '

#5 e# 1 compaiono sempre insieme sulle piastre du

#6  pud crescere in presenzadiPae CodiBeC. I
golarmente auxotrofo (T+*L*B} B*+Pa*C-),

Soluzione:

questo un clone auxotrofo doppio di genotipo

plicati e quindi hanno 1o stesso genotipo
fattore comune ¢ C per il quale questo ceppo ¢ sin-

In c‘ondizioni ottimali, alcuni batteri possono dividersi ogni 20 minuti. Sj supponga che
ogni cellula abbia una massa di 2 X 10-° mg. La massa della Terra ¢ di circa 5,97X 10%7g,
Si determini il tempo (in ore) richiesto alla progenie di una singola cellula che sj divide
senza limitazioni,al ritmo di cuj sopra, per raggiungere il peso della Terra.

Soluzione:

Al tempo zero si ha 1 cellula; 20 minuti pil tardi 2 cellule; al 40° minuto ¢i sono 4 cellule; al 60° minu-

to ve ne sono 8 e cosi via. I numero di cellule per ogni ora, ¢, ¢ naturalmente 23¢. J] numero delle cellu-
le equivalente al peso della Terra &

(5,97 X 1027)/(2 X 10~-12) = 2,98 X 1039 = 23t

log 2,98 + 39
3log2

da cui _ 39,475

3tlog2 = log2,98 + lo 108, ¢ =
g € 3(0,301)

=43,7 ore.

Un ceppo di Escherichia coli incapace di fermentare il carboidrato arabinosio (ara™) e di
simtetizzare gli amminoacidvi\ leucina (leu") e treonina (¢hr7) & trasdotto da un ceppo di ti-
po selvatico (ara*leu*thr*). I ricombinanti per 1a leucina s trovano inoculandoli in un
terreno colturale minimo a cuj & stata aggiunta treonina. Le colonie che si formano nelle
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piastre in cui € avvenuta la trasduzione sono state duplicate o distese mediante striscio su
piastre contenenti arabinosio. Su 270 colonie cresciute sulle piastre a cui & stata aggiunta

treonina, 148 potevano anche fermentare 1’arabinosio. Si calcoli il totale di ricombirazio-
ne fra Jeu e ara.

Soluzione:
lew? arat esogenote
| ]
a . (@2 0 (3
[}
1 L _ endogenote
leu— ara~

Perché un trasducente sia leu*ara*, deve avvenire un crossing over nelle regioni (1) e (3); perché si formi
leu*ara™, deve avvenire un crossing over nelle regioni (1) e (2).

n. dileutara” _ (270 — 148)
n. di leu*ara~ 270

Rapporto di ricombinazione standardizzato = = 0,45045%

Sono stati isolati diversi mutanti z”, tutti privi della capacita di sintetizzare la 3-galatto-

sidasi. Viene realizzato un incrocio Hfr (27 Ad* S%) X F~ (25 Ad~ S") in cui Ad" signifi-
ca fabbisogno di adenina, S° e S”rispettivamente sensibilita e resistenza alla streptomici-
na. Dopo circa un’ora, il miscuglio viene diluito e inoculato in terreno colturale minimo
contenente la streptomicina. Molti cloni Ad* sono risultati in grado di fermentare il lat-
tosio, indicando cosi un’attivita §-galattosidasica. Solo alcuni cloni Ad*, risultanti dall’in-
crocio reciproco Hfr (z; Ad* S°) X F~ (27 Ad~ S7),hanno dimostrato di poter fermen-
tare il lattosio. Qual € 'ordine dei marcatori relativo al locus Ad?

Soluzione:

Supponiamo che 'ordine sia z,-z,-Ad. Nel primo incrocio, sono necessari quattro crossing over per
produrre un prototrofo resistente alla streptomicina, in grado di fermentare il lattosio tz5 25 Ad* S).

L’incrocio reciproco richiede solo due crossing over per produrre un prototrofo in grado di fermentare
lattosio.

esogenote Hfr

endogenote F~

>y .o+ Ad+ Ss
C 2 \( d \< > esogenote Hfr
k >\ endogenote F~

T z7 Ad- Sr

Ci si aspetta che i crossing over doppi siano molto pil frequenti dei crossing over quadrupli. Lo sche-
ma sopra riportato non si adatta ai dati perché il primo incrocio ¢ stato pitt frequente dell’incrocio
reciproco. La supposizione formulata deve dunque essere sbagliata.

Si supponga ora che I'ordine sia z; -z, -4d. Il primo incrocio richiede un crossing over doppio:

2y + Ad+ S

S

¥ z;  Ad- S

esogenote Hfr

endogenote F~

L’incrocio reciproco richiede quattro eventi di crossing over

LA GENETICA DEI BATTERI E DEI VIRUS
+ 2 Adt 53
2y + Ad- St
Ci si aspetta che I'incrocio reciproco sia molto meno fre
osservazioni.
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esogenote Hfr

endogenote F-

quente in quest’ipotesi ed & in accordo con e

15.6. Sei'mutaz‘ioni risultano appartenere a tre cistroni. Dai risultati delle prove di complemen-
tazione, si determinino quali mutanti stanno nello stesso cistrone.
1 2 3 4 5 6
0 + + 1
0 + 2
+ = complementazione
0 -+ Y 3 0 = non complementazione
casella vuota = non so

0 + e ttoposto a prova
0 5
0 |6

Soluzione:

Naturalmente le mutazioni 3 e 5 stanno nelio stesso cistrone, dal momento che non si complementano

2. k] . . . . - .
1 una,con Paltra. Le mutazioni 1 e 3 sono su cistroni diversi, dal momento che si complementano 'una
con I'altra. Esse verranno assegnate arbitrariamente aj cistroni A e B.

Cistrone A Cistrone B Cistrone C

1 e 2 sono in cistroni diversi, ma non si sa se 2 sia in AoinC.

. ‘ Tuttavia, poiché 5 e 2 si complementano,
2 non pud essere nel cistrone A o in quello B e deve essere per

forza in C.
Cistrone A Cistrone B Cistrone C

3 e 4 si complementano; cosi 4 deve essere 0 in B o in C. Ma 2 ¢ 4 son

non pud essere in C e deve essere in B.
(3,5) (1,4)
Cistrone B

Cistrone A

0 anche complementari; cosi 4

N
L= ]

Cistrone C

6 non puo essere in A dal momento che s; com
6 e 4 si complementano, stanno in cistroni d

plementa con 5. Cosi 6 ¢é tanto in B quanto in C. Poiché
mutanti sono raggruppati nei cistroni come

Iversi. Se 6 non pud essere in A o in B, deve essere in C. 1
viene indicato qui sotto.

Cistrone (

(3,5) (1, 4)

Cistrone A

Cistrone B
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I VIRUS S ?a delezicl)ne # SISi sovrappone a6 e 7, manona 1,2, 3 0 4. Per soddisfare queste condizioni si
. . . 3 gt . . L - o ara scivolare 5 alla sinistra di 1 e si estendera 7 in parte della regione 5, dimodoché Ie sovrappo-
15.7. Nel tentativo di (.ieten'nmare 1 entita della' Qcombl‘naglone.fra due mutgzwm ne}la regione sizioni del punto (4) non cambino, Ora. 1 5egmENto 5 pud SOVEaaporSi 4 6 ¢ 4 7 ey ovtarbe”
rII del fago T4, si nota come il ceppo B di_gscherichia coli venga doppiamente infettato sial,2 304,
dai due tipi di mutanti. Si prepara una diluzione 1 : 10° del lisato e la si inocula nel ceppo : 1 | 2
B, mentre una diluzione 1 : 107 viene inoculata nel ceppo K. Su K si notano due placche, ‘ 6 ' 3' :
su B venti. Si calcoli ’entita della ricombinazione. } - —_ A —
Soluzione: o _ 5 . 4 .
Per poter confrontare il numero delle placche su B e quello su X, si devono correggere i dati per il fattore . e —i
di diluzione. Se 20 placche sono prodotte da una diluzione di 10°, ci si aspetta che la diluzione minore / — 7 ’
(107) produca 100 volte questo numero di placche. , . :
(6) Ladelezione #6 si sovrappone a 1,4, 5e 7 ma non a 2 o 3. Non si richiede alcun cambiamento.
Percentuale di ricombinazione = 200 (n. di placche su K) = 200 =0,2% : (7)  La delezione # 7 si sovrappone a tutte Ie altre regioni, come & stato temporaneamente rappresen-
! 1 n. di placche su B 20(100) tato nel punto (5). Cid completa la mappa topologica. Sebbene le sovrapposizioni soddisfino le
condizioni espresse nella tabella, non si hanno informazioni sull’effettiva lunghezza delle singole
i delezioni.
y . ) . . 1 2 3 4 5 6 7 L . L . .
15.8. Sette mutanti per delezione nel cistrone A 15:9.  Cinque mutazioni puntiformi (da a ad ) sono state saggiate per i ricombinanti di tipo
' della regione 711 del fago T4 sono Statisag- 1 1o+ 0o o + o o © selvatico con ciascuno dei sette mutanti per/delezione di cui si ¢ parlato nel problema
giati utl) tutte lg comb1n1a21t<?n1 a I::Iolll)plte geﬁ i 2 0 0 o+ I g appena esposto. Si determini I’ordine delle mutazioni puntiformi e si modifichi corri-
ricombinanti di tipo selvatico. Nella tabella 3 0 0+ spondentemente la mappa topologica.
dei risultati, a lato, + = ricombinazione, 0 4 0 + 0 0
= non ricombinazione. Si costruisca una 5 0 0 0 1 9 4 5 6 7
mappa topologica per queste delezioni. 6 0 0 ! / I ‘ I j
Soluzione: 7 _ . 0 ) A R Ot |0
Se due delezioni si sovrappongono in una qualsiasi misura, non si puo formare che un ricombinante dj b L+ [ + + ’ 0 / + l 0 0
tipo selvatico. I N ' N N 1 + I ; l -
[+
(1)  La delezione # 1 si sovrappone a 3,4,6 e 7manona 2o 5. 0
, RS EAEAE
3467 B e+ ] o o [o ]+ |+ 0
' .
Soluzione:

Una mutazione per delezione non pud ricombinarsi per dare il tipo selvatico con un mutante punti--
forme che sia-all’interno dei suoi confini. La mappa topologica ¢ stata gia sviluppata nel pro-

(2) Lla delezione # 2 si sovrapponea3,4e 7manonal,5o06.

1 2 5
blema 15.8‘.
. 3,4,7 R (1) I mutante ¢ non si ricombina con 1,3,4 e 7 e quindi deve essere in una regione comune a tutte
- " ; queste delezioni.
s :
(3)  La delezione # 3 si sovrappone a 1,2, 4 ¢ 7manona 5 o 6. ' oy o
1 2 - A ~ 13 —
] e 4 F i i
6 3 ;._5_‘ - } ] 4 —
e b =i
4,7 — L .
} ; ' —y
' '

(2) II'mutante b non si ricombina con 4,6 e 7 ¢ cosi si trova in una regione comune a queste tre de-
P — — ~ : lezioni. Considerando la mappa topologica come si presenta nel punto (1), un mutante puntifor-
‘ me non si potrebbe trovare nelle regioni 4, 6 e 7 senza essere anche nella regione 1. Quindi que-
st’informazione permette di modificare la mappa topologica accorciando la delezione 1, ma in
modo che si sovrapponga ancora alla delezione 6. Questo di una regione in cuib puo esistere.
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) g PROBLEMI SUPPLEMENTARI
oy Lt ¢ 1
o o 3
‘ 6, Vet ) I BATTERI
5 P oy 4 ) 15.11.  Circa 10® cellule di Escherichia col; appartenenti a un ceppo mutante vengono inoculate su un terreno
e T —t ' colturale completo che forma una colonia batterica. Si preparino dei duplicati che contengano un ter-
o 7 1 ! . reno colturale minimo a cui siano stati aggiunti gli amminoacidi arginina, lisina e serina. (2) Dai risulta-
b —t (— '
P& 1 al

tisi determini il genotipo del ceppo mutante; (b) si spieghino le colonie che appaiono nelle piastre du-

. . plicati.
Il mutante c si trova in una regione comune alle delezioni 5, 6 e 7; il mutante d 1p una regione Piastra madre Pistra duplicaro
comune alle delezioni 1, 4, 6 e 7 e il mutante e in una regione comune alle delezioni 2,3,4 ¢ 7. : ‘
2
ﬂ R R NP -
I ! i { | —
! AN R T R |
L]
g Do b by !
] N [y
¢ i | E — ; { I terreno colturale contiene: arg, lys, ser arg € ser Iys e ser
' ! I & 2 7 ! ' ) | (2) (3)
; ] ] L ¥ ] ] { '
bboe by d| jaer | e | |
Py . - . . . e .. ..
i i i & ica & ifi { 15.12, Due ceppi batterici auxotrofi vengono coniugati nel brodo di coltura, diluiti e poi inoculati in a ar
TS . ioni puntiformi é c-b-d-a-¢ ¢ la mappa topologica & modificata come : : riug 2, ie po .
oate st ot %UESte mutesiontp ’ N completo (piastra madre). Le piastre duplicati che contengono vari elementi in pil si ricavano dalla
wppereslpunio piastra madre. Dalla posizione di ogni clone e dal tipo di terreno sul quale viene trovato, si determini il
genotipo. .
3 1 mel” thr~pan~protbiothis+ X met+ thr+pan* pro—bio— his—
Si proponga un sistema per stabilire la localizzazione di un profago lambda rispetto ad P pantp i
altri geni batterici.
Simboli Pigstra madre
Soluzione:
Si incroci una cellula donatrice Hfr (lisogenica per lambda) con una ricevent_e F~ non lisogeni- gqlit f :?:(Elno-?lma
ca. Una volta che il genoma di lambda ¢ stato trasferito nella cellulg ricevente F atj[raver§o l; co- = o ina -
niugazione, essa morira probabilmente per lisi (un fenomeno conosciuto come induzione zigotica). pan = aci 19 pantotenico
Usando la tecnica d’interruzione dell’accoppiamento (trattamento con f.rullato.re.), doyrgbbg essere 1 g-m = g.rot%na
possibile determinare il punto in cui le frequenze dei ricombinanti vicini all’origine d1rr_unulsco_no co h;Q = | lt(.)dl.n?
tempo. A questo punto, tutto il genoma di lambda & stato donato e pud essere messo in relazione s = istidina
A g s ase della mappa temporale. _ o - _ _ S ' o '
o %iomzwnetdl aﬁmlegzrellllllléliti’i;c\:eilﬁli:n Scontengonfl: I;llclm repressore (ed ¢ improbabile che du- Piastre duplicati: ciascuna piastra contiene terreni colturali minimi piu le sostanze aggiunte indicate qui
momento che ] . :
rante la coniugazione del repressore non legato venga trasferito), il pro_fago esogeno ha una'bhlzorfll sotto.
probabilita di entrare nel ciclo litico, poiché livelli relativamente elevat{ di repressore sono richiesti
per stabilire lo stato lisogenico nella cellula ricevente F ™. U.na‘l c:,ellula hsog.emca‘ di solito conté?neno
del repressore non legato (“citoplasmatico”) sufficiente per inibire la_ sup§r1nfe;10ne.da parte di u o
o pit fagi lambda, ma una cellula non lisogenica non ¢ immune gll’mfezmne .dl fagi lambda e.slc?lge
o di profagi lambda. Nel secondo caso, quindi, ’induzione zigotica di profagi }ambdg esog;l;l ; (?m
s s - . i _ '
una buona probabilitd di succedere. Quando lambda 'entra. in una cellula non hsogemcacll 1s1 Bie e ot o — P
petizione tra la produzione del repressore dell’immunita e il “repr.essore c.iel repressore de im
nita”. Il risultato di questa competizione determina se la cellula diventa lisogenica o lm‘ca. .
Un sistema alternativo per localizzare il profago lambda & rappresentato dz}lla com‘uga;ltondi
un ceppo Hfr non lisogenico e un ceppo F~ lisogenico per Iar{lbda e dailo.studlo della perd‘l aento
immunita alla superinfezione di lambda attraverso ricombinazione. Tuttavia, questo procedim ;
sarebbe molto pitt laborioso di quello precedente.
pro, bio pro, his bio, his
15.13,

Un ceppo batterico incapace di sintetizzare la metionina (met~
di sintetizzare ’isoleucina (ilew). La coltura su brodo viene dil
minimo che contenga in pil ’isoleucina. Una quantita equival
culata in un terreno minimo. Diciotto cloni sono comparsi sul

) viene trasdotto da un ceppo incapace
uita ¢ quindi inoculata su un terreno
ente di coltura in brodo, diluita, viene ino-
le piastre contenenti terreni minimi e 360
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su quelle contenenti in pilt P’isoleucina. Si calcoli il rapporto di ricombinazione standardizzato.

Si caleoli il rapporto di ricombinazione standardizzato fra due mutanti del locus per I'arginina, usando
la seguente informazione. Un ceppo batterico che & doppiamente auxotrofo per la timina e per Pargi-
nina (thy~ argg,) viene trasformato usando un’elevata concentrazione di DNA di un singolo ceppo
auxotrofo (thy* argg,). Diluzioni identiche sono inoculate in terreni colturali minimi e in altri pure
minimi ma a cui sia stata aggiunta arginina. Per ogni colonia che compare sulle piastre con sclo terreno
minimo vi sono circa 120 colonie sulle piastre a cui sia stata aggiunta arginina.

Sono noti due mutanti nel locus per il triptofano try A ¢ tryg, che stanno alla destra di un locus per

la cisteina (cys). Un ceppo batterico con genotipo cys* try; viene trasdotto dal fago da un ceppo che

€ cys~ tryg. Sirealizza anche un incrocio reciproco laddeve il ceppo eys— tryg viene trasdotto dal ,
fago da un ceppo che & cys* try;. In entrambi i casi il numero di ricombinanti prototrofi é equivalen- \
te. Si determini 'ordine dei mutanti per il triptofano, in relazione al marcatore per la cisteina.

Sirealizza un incrocio fra il ceppo (ST)F resistente alla streptomicina, e marcato con i caratteri Gal~
T~AzLac™T1"Mal~Xyl~L~,e il ceppo prototrofo Hfr che ha caratteri opposti. Dopo 60 min di con-
tatto, i campioni vengono trasferiti su piastre con terreni colturali minimi e contenenti in pil strepto-
micina. Il miscuglio originale ha il seguente rapporto di 2 X 107 Hfr: 4 X 108 F~. Le freauenze (percen-
tuali) dei caratteri Hfr ritrovate nei ricombinanti T*L*S™ sono le seguenti: 72% T1s 0% Mal*, 27% Gal*,
91% Az, 0% Xyl*, 48% Lac*. (a) Quante cellule F~ esistono nel miscuglio originario per ciascu-

na cellula Hfr? (b) Qual ¢ I'agente controselettivo che impedisce agli individui Hfr di mascherare il ri-
conoscimento dei ricombinanti? (c) In quale ordine vengono probabilmente trasmessi questi geni dalle
cellule Hfr?

Sono noti quattro ceppi Hir di Escherichia coli che,durante la coniugazione, trasferiscono il proprio ma-
teriale genetico in sequenze diverse. Dato il tempo di entrata dei marcatori nel ricevente F~, si costruisca
una mappa genetica che li includa tutti e si marchino le distanze fra coppie di geni adiacenti.

Ceppo 1. Marcatori: arg - thy - met - thr
Tempo in minuti: 15 21 32 48
Ceppo 2. Marcatori: mal - met - thi - thr - try
Tempo in minuti: 10 17 22 33 67
Ceppo 3. Marcatori: phe - his - bio - azi -~ thr - thi
Tempo in minuti: 6 11 33 48 49 60
Ceppo 4. Marcatori: his - phe - arg - mal
Tempo in minuti: 18 23 35 45

I trasduttori abortivi sono merozigoti relativamente stabili che possono essere usati per prove di comple-
mentazione. Sei mutanti sono stati saggiati in tutte le combinazioni in coppia ¢ si sono ottenuti i risulta-
ti indicati nella tabeila (+ = complementazione, 0 = non complementazione). Si costruisca una mappa di
complementazione che concordi con i dati.

1 2 3 4 5 6
0 + 0 + + + 1
0 0 + + + |2
0 + + + 3
0 0 + {4
0 0 5
0 6

Sono noti sei mutanti puntiformi che risiedono in tre cistroni. Si completi la seguente tabellain cui
+ = complementazione e 0 = non complementazione.
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1 2 3 4 5 6
1o |+ + |+
2 4 0 +
3 0 0
4 0
6 5 e ’

15:20. Data la mappa topologica di 6 mutanti per delezione riportata qui sotto, si prevedano i risultati degli

esperimenti di ricombinazione che interessano i 5 mutanti puntiformi (daa a e) e ciascuna delle 6 de-
lezioni (da 1 a 6). Si completi la tabella dei risultati allegata, usando + per la ricombinazione ¢ 0 per
la non ricombinazione

] bl 12 ! i 4 ! Delezioni
: : 1 i ; § . ]
} Pl | I
LSy g | ‘ 112 /38 |4 , 5 | 6
I I B } ] I : N
: RS ] 15 i L a / f
; N | N |
I b 4 oejer g dy 1 a i ’ p , ’ ‘
KRR ]
| K |
15.21. Sono state saggiate per i ricombinanti di tipo selvatico 5 mutazioni puntiformi(daz ae) con ciascuna

15.22.

15.23.

delle cinque delezioni mostrate nella mappa topologica qui di seguito. I risultati sono elencati nella ta-
bella pure di seguito (+ = ricombinazione, 0 = non ricombinazione). Si determini Pordine di tali muta-

: 219n1. Delezioni
e - 1 2 | 3| 4| s
+ L — :
2 [ 2 a 0 0 + + +
—_ R b+ + |+ 0 |+
o - [ 4 ) : .
: ;" v ¢ 0 0 + + 0
5 | f e
. — / d ol + o] o] o
2l i Aol PO
e 0 -+ 0 0 +

Diverse prove suggeriscono che il cromosoma circolare di Escherichia coli ha soltanto una o due
forcelle replicative a Y. La lunghezza di un intero nucleo non duplicato ¢ di 1300 gm (circa 500 vol-
te pitt lungo di una cellula di E. coli). Per un giro completo della doppia elica di DNA ci sono 10
paia di basi, equivalentia 34 A o 3,4x 1073 ym. (@) Quante paia di basi nucleotidiche ci sono nel
genoma di £. coli? (b) Se il genoma di E. coli viene duplicato in 40 minuti a 37 °C attraverso due
forche replicative, quante rotazioni per minuto (rpm) la doppia elica parentale deve fare per consen-
tire la separazione dei filamenti complementari durante la duplicazione?

Un evento iniziale essenziale, anche se non I*unico perché una cellula si trasformi in cancerosa & un
danneggiamento del DNA (mutazione). Agenti che danneggiano il DNA (mutageni) sono quindi car-
cinogeni soltanto potenziali. La maggioranza dei carcinogeni chimici non sono biologicamente attivi
nella forma originale; devono essere dapprima metabolizzati in metaboliti carcinogenici. Bruce Ames
ha ideato una prova per esaminare le caratteristiche carcinogeniche potenziali di sostanze chimiche,
La prova di Ames ¢ attualmente la prova standard per valutare quantitativamente la potenzialita
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mutagenica di un reagente chimico. Questa prova si serve di un ceppo auxotrofo di Salmonella ty-
phimurium che non pud produrre I’amminoacido istidina (his ™). Per aumentare la sensibilita del
ceppo di prova, (1) esso porta una mutazione che rende Pinvolucro della cellula piu permeabile alla
penetrazione delle sostanze chimiche di prova, (2) & stata eliminata la sua capacita di riparazione di
modo che la maggior parte delle lesioni primarie non viene curata, ¢ (3) per mezzo di un plasmide
viene introdotto un elemento genetico che rende la duplicazione del DNA pil incline agli errori. Un
estratto di fegato di ratto viene aggiunto a una piastra di coltura contenente un terreno minimo, ri-
coperta di uno strato sottile di questi batteri. Un disco di carta da filtro viene impregnato della so-
stanza chimica da saggiare e collocato al centro della piastra. Dopo due giorni di incubazione viene
contato il numero di colonie. (¢) Che tipo di eventi vengono valutati contando le colonie? (b)
Perché nell’esperimento ¢ stato aggiunto estratto di fegato di mammifero? (c¢) Si faccia uno schema
della distribuzione attesa delle colonie su una piastra contenente un carcinogeno noto. Si spieghi
perché si sviluppa questa distribuzione. (d) Supponiamo che la sostanza in prova (per esempio la ni-
trosoguanidina) sia mescolata con i batteri prima che vengano inoculati sulla piastra in due dosi
(una alta e una bassa), insieme con un controllo. Si faccia uno schema della distribuzione attesa del-

le colonie in queste tre piastre.

Quando il DNA batterico viene danneggiato da un agente mutageno, la lesione viene di solito ripa-
rata attraverso i meccanismi di riparazione per taglio. Tuttavia, Pefficienza di questo. processo ¢ in-
feriore al 100%, alcune lesioni pertanto non vengono riparate. Se queste lesioni ritardano la dupli-
cazione del DNA, entra in azione un sistema di “riparo SOS”, incline all’errore, che provoca 1’atti-
vazione ¢ la produzione di una proteina multifunzionale chiamata proteina RecA (per “ricombina-
zione”). Essa interferisce con la divisione cellulare risultando in un allungamento delie cellule in fila-
menti. Inoltre, la proteina RecA taglia il repressore di lambda, che deve rimanere intatto affinché il
virus rimanga latente come profago. Il ceppo B di Escherichia coli ¢ lisogenico per lambda, mentre
il ceppo A non lo &. Questa informazione condusse Moreau, Bailone e Devoret a ideare una “prova
di induzione del profago” o “prova d’induzione” per carcinogeni potenziali. Il ceppo B di E. coli, li-
sogenico, & reso difettivo per il sistema di riparo per taglio e viene geneticamente modificato per
rendere I'involucro cellulare permeabile a un ampio spettro di sostanze chimiche da provare. Questo
particolare ceppo viene mescolato con il ceppo indicatore A e con estratto di fegato di ratto; la mi-
scela viene quindi inoculata su una piastra ¢ il terreno ricoperto con uno strato sottile di batteri in-
dicatori dispersi con pochi batteri lisogenici. La sostanza chimica da provare & applicata ad un disco
di carta da filtro e collocata al centro della piastra per una “prova delle macchie”. (¢) Come viene
saggiato il danneggiamento del DNA dopo 'incubazione? (b) Perché é richiesto il ceppo A come: in-
dicatore? (¢) Che vantaggio presenta la prova d’induzione sulla prova di Ames? (d) Si spieghi il van-
taggio selettivo dell’induzione lisogenica. (¢) L’ingegneria genetica ha unito il gene per la galattochi-
nasi al cromosoma batterico, creando cosi un organismo utile per saggiare i mutageni attraverso una
prova di attivita enzimatica. Dove & stato inserito questo gene nel cromosoma e come lavora il siste-

ma?

Sei mutanti per delezione nel cistrone A della regione 711 del fago T4 sono stati saggiati per i ricombi-
nanti di tipo selvatico. Nelia tabella qui di seguito + = ricombinazione, 0 = non ricombinazione. Si
costruisca una mappa topologica per queste delezioni.
1 2 3 4

=
o o o

e + o o
S 4+ o o o o
+ + o 4+ o o

@G B O DD ke

0

Cinque mutanti per delezione nel cistrone B della regione 711 del fago T4 sono stati saggiati per i ricom-
binanti di tipo selvatico in tutte le combinazioni a co‘éépie. Nella seguente tabella in cui sono raccoltii
risultati, + = ricombinazione, 0 = non ricombinaziohe. Si costruisca una mappa topologica per queste

" delezioni.
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1 2 3 4 5
1) o0 + 0 o,
2 ¢+ 0+
3 6+ o
4 o o0
5 0

I1 DNA de,l- ba‘tteriofago T4 contiene circa 200 000 coppie di nucleotidi. La regione rII del genoma T4
occupa all incirca I"1% della sua lunghezza genetica totale. Benzer ha trovato circa 300 siti separabili
per ricombinazione all’interno della regione #II. Si determiini il numero medio di nucleotidi per ciascun
ricone.

II. peso molecolare del DNA nel fago T4 ¢ calcolato essere 160 X 10°. 11 peso molecolare medio di
ciascun nucleotide ¢ circa 400. Si calcola che la mappa genetica totale di T4 sia lunga circa 2500 unita
Fil ricombinazione. Con quale frequenza ci si aspetta che si formino i ricombinanti 7* quando vengono
incrociati due mutantir diversi (con mutazioni in nucleotidi adiacenti)?

Neﬁa regione 71T del fago T4 ¢ stato trovato un certo numero di mu- l 1 2 3
tazioni. Dai dati di ricombinazione, mostrati nella tabella a lato, si <

R I

determini se ciascun mutante & un’alterazione puntiforme o una de- 1 6 7o 0

lezione (+ = ricombinazione, 0 = non ricombinazione). Due dei 2 0 0

quattro mutanti subiscono una mutazione all’indietro ;non si € mai

osservato, invece, che gli altri due mutanti mutassero all’indietro. 3 o
4 0

Si disegni una mappa topologica per rappresentare la propria in-
terpretazione.

II. ceppo B di Eschericflia coli viene doppiamente infettato con due mutantizIl del fago T4. Una solu-
zione diluita 2 6 X 107 del lisato viene inoculata inuna coltura di . coli B;una a2 X 10° in £ coli K . Nel
ceppo K, sono comparse 12 placche; nel ceppo B 16. Si-calcoli Pentita della ricombinazione tra que-

sti due mutanti.

Si proponga un meccanismo semplice con cui 1 i i
. a luce ultravioletta potrebbe indur
lambda in uno stato litico. ’ re un profago

Di sphto si osserva una risposta non litica in cellule di E. coli lisogeniche per lambda, quando sono
cgnluga‘te con glonag:gn Hfr non lisogenici o in incroci tra Hfr (3 xF~(\). Il profago donato non
viene quasi mai ereditato dai ricombinanti. La lisi ¢ molto anomala in incroci di Hfr Q0\)xF~. Si
spieghino queste osservazioni, .

I fagi tempe.rati come lampda Qroducono placche torbide; i fagi virulenti producono sempre placche
chiare. (a) .Sl offra una spiegazione per le placche torbide. (b) Alcuni mutanti lambda producono
placche chiare. Quale locus genetico & con buona probabilitd mutato in questi casi?

Che cosa cisi a‘spettg L?he avvenga in una cellula di E. cofi in cui: (a) il livello del prodotto del gene
fiilt di lamb?d?b(; .slultjflcflen?r;lente elevato da permettere I’inizio della trascrizione del gene <l nel pro-
ore prg!? 1 iivello del prodotto del gene cIIl non & sufficiente a pe ’inizi i
seristons el seamotore me? permettere Pinizio della tra-
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RISPOSTE AI PROBLEMI SUPPLEMENTARI

(a) arg—lys—ser—  (auxotrofo triplo); () la piastra (1) contiene una mutazione in ser”, la piastra (3)
una mutazione in arg™.

Genotipo del clone
Clone

met thr pan pro bio his
1 + + + + + +
2 + - - + + +
3 - + - + + +
4 + + =+ + + -
5 + + + = + +
6 + - + + + +.

11 20 % di ricombinazione
Lo 0,83% di ricombinazione

cys -~ tryg -~ try, ’

(a) 20; (b) lastreptomicina; gli individui Hfr sono sensibili ad essa (§%); (¢) origine - (T*+L¥) - Az - T1s

- Lac*t - Galt - Ss - (Mal+Xyl*), Nota: Vordine dei marcatori all’interno delle parentesi non puo esse-

re determinato in base ai dati. -

arg - thy - mal - met - thi - thr - azi - bio - try - his - phe - arg
6 4 7 5 11 1 15 8 14 5 12

! 2 4 % 6 ]
¢ | ¥ ) b 4 b -
3 . 5 .
: 12 ¥ al
2,5 1 3,4,6
Cistrone A Cistrone B Cistrone C
1 2 3 4 5 & )
1 0 + + + -+ Nota: il nome del cistrone € arbitrario
2 0 + + 0 +
3 0 0 + 0 _
4 o+ 0
5 0o+
6 0
Mutazioni Delezioni
puntiformi 1 9 3 4 5 6
a 0 + + 0 0 +
b + |+ 0 |+ |+ |0
e + 10 o |+ |+ |+
d 0 0 + + 0 +
¢ + 10 o |+ |+ |o
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a-¢c-d-e-b

1300 wn 10 bp/per gir0 _ 3 9, 105 4 3900 paia di kilobasi (kb)

a
@ 3,4x 1072 ym/per giro

3900 kb

—_— = 0,8 kb/sec
2(2400 sec)

(b) Velocita di crescita della catena =

800 bp/sec

10 bp/rot
o veloce quanto una centrifuga da laboratorio.

X 60 sec/min =80 rot x 60 min~ ! =4800 rot/min

(@) Le retromutazioni da his~ a his*. (b) Fornisce le funzioni metaboliche dei mammiferi che sono
di solito richieste per convertire una sostanza chimica nei suoi metaboliti carcinogenici. (¢} Dopo
due giorni, la maggioranza dei batteri 4is~ sono morti per mancanza di istidina. Ci si attende che le
frequenze di retromutazioni siano proporzionali alla concentrazione della sostanza chimica che for-
ma un gradiente di concentrazione decrescente in direzione radiale intorno al disco di carta. Vicino
al disco c’¢ una zona in cui nessuna cellula pud crescere a catsa dei livelli tossici della sostanza chi-
mica. Al di 1a di questa zona ci possono essere cosi tanti retromutanti sis* che le cellule formano
una colonia quasi continua. Alla periferia ci sono pochi cloni pitt grandi (perché sono isolati) che
rappresentano i mutanti spontanei Ais* che non sono stati espos\ti alla sostanza chimica.

Disco contenente la sostanza chimica

Zona di inibizione

Alte dosi di
nitrosoguanidina

Basse dosi di
nitrosoguanidina

Controllo: senza nitrosoguanidina;
retromutanti Ais* spontanei -

(@) 1l danneggiamento del DNA attiva la proteina RecA che taglia il repressore di lambda e da il via
alla duplicazione del genoma virale. La cellula scoppia e libera i virus che infettano e lisano il ceppo
indicatore A, provocando la comparsa di placche (buchi) nelle colonie batteriche che circondano il
disco di carta. () Se una cellula del ceppo B viene indotta alla lisi, i virus non si possono moltipli-
care in altre cellule dello stesso ceppo perché il repressore attivo di lambda ¢ presente in queste cel-
lule in quanto prodotto dei profagi. E quindi richiesto un ceppo non lisogenico A per indicare quan-
ti virus sono stati indotti dal trattamento chimico. (¢) La prova d’induzione pud saggiare un carci-
nogeno potenziale alle dosi che ucciderebbero i batteri di prova in una prova di Ames (dando una
reazione negativa falsa). La prova di Ames evidenzia soltanto le rare retromutazioni di Ais™ in his™* R
laddove un danneggiamento del DNA in un punto qualsiasi puo iniziare I’induzione lisogenica (un
effetto di massa, indipendente dalla sopravvivenza delle cellule in presenza di sostanze tossiche). (d)
Sg il DNA della cellula ospite non si puo duplicare, & probabile che la cellula muoia. In queste con-
dizioni, sarebbe vantaggioso per un profago entrare nel ciclo litico e infettare quindi una cellula
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“pit sana”. {(e) Il gene per la galattochinasi & stato inserito vicino e sotto il contx_’ollo del repressore
di lambda. Quando un mutageno danneggia il DNA, la proteina RecA viene attl_vata ¢ taglia 1'1 re-
pressore; questo apre ’operone all’RNA polimerasi € consente Ia sintesi dell’enzima galattochinasi,
la cui attivitd pud essere guantificata per via spettrofotometrica, fornendone il substrato.
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15.27. Circa 7 nucleotidi per ricone

15.28.  Ci si aspetta che lo 0,00625% di tutta la progenie sia costituito da ricombinanti r*

15.29, my my € iy sono delezioni, my € m, sono mutazioni puntiformi
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15.30. Lo 0,5% di ricombinazione

15.31. La luce UV distrugge il repressore dell’immunita.

15.32. Il repressore ¢ gia presente nel citoplasma della cellula ricevente F~ (\). Esso si lega agli operato;i Or
€ oL e impedisce la riproduzione vegetativa del profago nel segmento di cromosoma donato vuol da
F~(») vuoi da Hfr (\). Gli enzimi precoci non sono quindi prodotti e la ricombinazione (che condu-

ce all’eredita dei geni lambda donati) non pud avvenire.

Le cellule non lisogeniche F~ non contengono il repressore. In una cellula lisogenizzata ci sono
cosi poche molecole di repressore che probabilmente il repressore libero non si leghera al segmento
del donatore appena sintetizzato che si trasferisce attraverso il pilo nel ricevente F~. Quando il pro-
fago di Hfr (\) entra nella cellula F~, avviene una competizione tra la produzione del repressore di

lambda e una proteina precoce dello sviluppo vegetativo fagico (come il prodotto del gene cro). Il
risultato di questa competizione non & prevedibile; in questi incroci, quindi, la lisi ¢ anomala.

15.33. (a) Le placche torbide sono dovute alla crescita secondaria dei batteri lisogenizzati di un ceppo indi
catore sensibile a lambda. () E probabile che le mutazioni del locus ¢I producano un repressore di

fettivo. Questi mutanti non possono pertanto lisogenizzare il ceppo indicatore.

15.34. (a) 1l controllo negativo esercitato dal prodotto del gene cro sul promotore pry impedisce la sinti
del repressore dell’immunitd. Si possono raggiungere concentrazioni sufficientemente alte del reps
sore per poter stabilire la lisogenizzazione. (b) La sintesi del repressore continua a dipendere d ;
trascrizione del gene cI iniziata nel promotore pruy € quindi & soggetia alla repressione da parte
prodotto del gene cro. Questa condizione favorisce la risposta litica.

CAPITOLO 16

Genetica molecolare

LA STORIA ‘

Prima della scoperta della struttura chimica del materiale genetico, il “gene” era un’unitd |
ereditaria, astratta e indivisibile (paragonabile al vecchio concetto di atomo indivisibile). Con il ‘
termine di genetica classica o formale ci si riferisce a questo periodo storico. La parola “for- \‘
male” si riferisce all’aspetto esteriore di qualcosa che & distinto dalla sua sostanza. La genetica I
classica ha avuto un successo enorme nel delucidare molti principi biologici di base, pur senza |
capire la natura del gene. L’era della genetica molecolare ¢ iniziata con la’ scoperta della strut- !
tura del DNA, allorché si & determinato che 'unitd fondamentale dell’eredita ¢ il nucleotide |
del DNA e si & scoperto che il “gene” consiste di un insieme di nucleotidi.

La storia della maggioranza delle discipline scientifiche & generalmente caratterizzata da
periodi di stagnazione relativamente Iunghi intervallati da esplosioni di rapidi progressi. Queste B
“ventate” di ricerca hanno perlopit inizio con lo sviluppo di nuove tecnologie. Questo & certa- N
mente vero per la biochimica e per la biologia molecolare. A questo proposito, almeno tre I
principali aree tecnologiche hanno avuto importanza: (1) la strumentazione ¢ le tecniche, (2) i |
traccianti radioattivi e (3) Penzimologia degli acidi nucleici. |

1. La strumentazione e le tecniche.

L’ultracentrifuga analitica fu sviluppata negli anni venti da Theodor Svedberg. Il grado di
sedimentazione di una sostanza durante I’ultracentrifugazione & funzione in primo luogo della
sua dimensione e in secondo Iuogo della sua forma. Un’espressione di questi parametri &
Punita di sedimentazione (S, in onore di Svedberg). Questo strumento & stato poi modificato
per la separazione di organelli quali i nuclei, i ribosomi, i mitocondri e i cloroplasti. Pud esse-
re usato per determinare il numero minimo di tipi di macromolecole in un campione biologico
¢ per calcolare i pesi molecolari delle macromolecole. )

I1 microscopio elettronico fu inventato negli anni trenta, rendendo finalmente possibile la
visualizzazione non soltanto di strutture subcellulari ma anche di virus e macromolecole. Per
mezzo del microscopio elettronico si & dimostrato che le mappe genetiche circolari dei microor-
ganismi hanno una corrispondente struttura fisica circolare. Si sono inoltre visualizzati i ribo-
somi multipli attaccati ad una molecola di mRNA (polisomi).

L’elettroforesi ¢ una tecnica che separa le molecole secondo la loro carica netta in un
campo elettrico, di solito su un mezzo di supporto solido o semisolido, come la carta o I’agar.
Linus Pauling usd questa tecnica per differenziare I’emoglobina delle cellule falciformi da
quella normale e determind (attraverso un’analisi di sequenza delle proteine) che la loro diffe-
rente mobilita elettroforetica era dovuta alla differenza di un singolo amminoacido nelle catene
beta. Walter Gilbert e Allan Maxam svilupparono una tecnica elettroforetica per determinare
rapidamente la sequenza nucleotidica di frammenti di DNA lunghi fino a 100 paia di basi.
L’elettroforesi ¢ stata largamente impiegata per differenziare isozimi, cioé proteine con identi-
che proprietd enzimatiche ma diversa struttura primaria.

I dati ottenuti per diffrazione dei raggi X da parte di sostanze cristalline sono stati analiz-
zati con computer e hanno permesso di delucidare la configurazione tri-dimensionale degli aci-
di nucleici (DNA, tRNA) e delle proteine (mioglobine, capsomeri virali, enzimi).

. Durante la meta degli anni 40 e all’inizio degli anni 50 di questo secolo, sono stati perfe-
Zionati diversi tipi di cromatografie, che permettono di separare le molecole per differenze di




