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Momenti salienti della storia della
GENETICA microbica

1865

1928

1944

1945

1953

| BRREY/

i geni sono fattori particolati
(Mendel)

Individuazione dell’esistenza di un
“principio trasformante” (Griffith)

Il DNA ¢ il materiale
genetico (Avery, MacLeod,
McCarty)

Teoria un gene-una proteina
(Beadle, Tatum)

Definita la struttura del DNA
(Watson, Crick)

Test complementazione e concetto
di cistrone (Benzer)



Streptococcus pneumoniae
polmonite)

Mouse dies




ESPERIMENTO DI GRIFFITH
(1928)

Heat-killed Live Heat-killed Mixture of
strain S strain R strain S heat-killed strain S
and live strain R

Injection
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IL DNA E IL MATERIALE
GENETICO (Avery- 1944)

Avery, MacLeod, McCarty (1944)
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Materiale genetico: Proteine o DNA ?




DIMOSTRAZIONE DEFINITIVA
CHE IL DNA E MATERIALE
GENETICO (Hershey-Chase 1952)

C Hershey, Chase (1952)
@ 088 ;?M] O@
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Infect bacterial cell Separate phage from bacterial cell Daughter phages contain
32p-labeled DNA




Ma qual’e 1l ruolo de1 geni1 ?

All’1n1zio del secolo XX un
medico inglese, Archibald
Garrod, 1potizzo che alcune
malattie metaboliche umane
ereditarie fossero dovute alla
carenza o totale assenza di un
determinato enzima.

Ipotizzo quindi che 1
determinanti dell’ereditarieta,
qualunque cosa essi fossero,
controllassero la produzione
degli enzimi !

Catena metabolica

Fenilalanina

gg —— Enzima

\

Tirosina

L

p-idrossifenilpiruvato

Acido omogentisico (HA)
|
HA ossidasi &3

Acido maleilacetoacetico

Catena metabolica in persone

affette da alcaptonuria

Fenila‘lanina
&

.

Tirosina

p-idrossifenilpiruvato
|

4

Acido omogentisico (HA)

Enzima HA \

ossidasinon |  Accumulo
funzionante £33  di HA

La via metabolica
e bloccata




Negli anni 40 questa osservazione venne ripresa ed
applicata ad un sistema sperimentale che prevedeva 1’uso
Neurospora. Da queste analisi venne elaborata la teoria:

un gene-un enzima
(Beadle & Tatum)

Beadle & Tatum selezionarono una serie di mutanti auxotrofici
indipendenti per 1’ Arginina. Ne analizzarono 1l fenotipo per
caratterizzare 1l metabolismo di questo aminoacido € osservarono che
queste mutazioni erano classificabili in tre tip1 differenti, a seconda di
quale composti chimico riusciva a ristabilire la crescita: argE, argF,
argG e argH..

Essi1 osservarono che :



 gli argE era in grado di crescere su Ornitina, Citrullina,
Arginina-Succinato ¢ Arginina

e gli argF erano in grado di crescere su Citrullina Arginina-
Succinato ¢ Arginina

* gli argG crescevano solo su Arginina-Succinato ¢ Arginina

* gli argH crescevano solo su Arginina

Ne dedussero che .....



Via metabolica dell’ Arginina in
Neurospora

CEPPO MUTANTE NIENTE ORNITINA CITRULLINA ARGININA-SUCCINATO ARGININA
Selvatico - +

argE A

argF

argG

argH

argE™* argF* argG* érgH*

i l l l

Enzimi: Acetilornitinasi Ornitina Argininsuccinato Argininsuccinato

transcarbamilasi sintetasi liasi \

Reazioni: ~ N-acetilomitina . Ornitina » Citrullina e Argininsuccinato —— Arginina
; f

Carbamil-fosfato Aspartato




1 gene — 1 enzima
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I1 lavoro di Benzer 1953-1960

I geni, prima di Benzer, erano considerati unita discrete €
indivisibili di ricombinazione, di funzione e di mutazione
dell’informazione genetica.

Benzer ne chiarisce la natura dimostrando che non sono
unita indivisibili, ma contengono numerosissimi ““sit1”
mutabili e ricombinabili.

Mutanti rII di T4:
placche piu
grandi su E. coli
ceppo B




Ceppo batterico
genotipo T4 E.coli B E. coli K
selvatico piccola piccola
rII grande nessuna

» Il ceppo B permette di differenziare il fago selvatico dal

mutante rII in base al tipo di placca di lisi

= Il ceppo K impedisce la crescita del mutante rII




QUAL E’ L’UNITA’ FUNZIONALE DI BASE?

Test d1 complementazione

Co-infezione con due fagi mutanti diversi su ceppo batterico non
permissivo (E. coli K12) al alta m.o.1. .

Con alcune combinazioni di fagi
mutanti s1 ottengono placche, con
altre no....

Strato di E. coli K12(3)

Strato di £ coli K12(3)

I cistron1 A € B di Benzer rappresentano 1 due geni (unita
funzionali) separati del singolo locus rll



QUAL E’ ’UNITA’ RICOMBINAZIONALE DI BASE?

Analisi di ricombinazione:

Co-1nfezione con due
mutanti rIIA in £. coli B

i appartenenti allo stesso

rllA o due I8

& cistrone (es.: A)

wi|  Omecwmtengge 1 4q0 non rcombinant Se s1 ottengono placche su £.
. g I Co/i K12 con la progenie del
. et Lo fago ottenuto dall’infezione
precedente , s1 € realizzato

un evento di ricombinazione

Placche

Arch Delezione In assenza di cloni virulenti su
a delezione

K12 ne consegue che le due
mutazioni rIl coincidono,
appartengono alla stessa unita
«ricombinazionale» di base ....




BENZER IDENTIFICO’ LE UNITA’
MINIME DI :

* FUNZIONE (TEST DI COMPLEMENTAZIONE)
* MUTAZIONE
* RICOMBINAZIONE

E DIMOSTRO’ CHE ERANO PU’ PICCOLE
DEL GENE COME ERA IDENTIFICATO
IN PRECEDENZA....



Genetic Fine Structure
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APPROCCIO GENETICO: METODO
SCIENTIFICO IRRINUNCIABILE

Forward Genetic:
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STRUTTURA DELLA CELLULA
BATTERICA

pilus nucleoid

plasma  cell capsule oo Grphics

membrane wall All Right s Reserved
www.cellsalive. com



Il citoscheletro eucariotico
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Microfilamenti
(es.:actina 7 nm)

*Filamenti
intermedi (8-12 nm)

Microtuboli -
(2 5 nm) 5 _  GDPGDP

—r—r

Current Oipinion in Microbiology




MreB (actin-like)

Wild type

Long azn

Short asis
Meoll




MreB (actin-like)




Struttura molecolare di ParM (Actin-like)




La crescentina: un esempio di IF ne1 batteri

CreS (IF) / DAPI




tubulin-like filament

FtsZ




RIASSUMENDO ......

onset of
division
FtsZ MreB FtsZ

elongation———— onset of division

Spherical

S. aureus B. subtilis | E. coli

elongation———  — onset of division

MreB MreB FtsZ
crescentin

Vibrioid

C. crescentus




Divisione cellulare nei batteri




Divisioni
cellulari
‘“canoniche” e
(44

non
canoniche”

Products of cell division are equal:
@—CD» GG — P9

Binary fission: conventional bacteria

Products of cell division are unequal:
@P—P° PO P D

Simple budding: Pirella, Blastobacter

@—@O=——@—0—@—0

Budding from hyphae: Hyphomicrobium,
Rhodomicrobium, Pedomicrobium

(~§—¢

Cell division of stalked organism: Caulobacter

@ G P9
Polar growth without differentiation of cell size:
Rhodopseudomonas, Nitrobacter, Methylosinus




Crescita e divisione batterica

I genoma cellulare
subisce una replicazione
cosi da formare due
identici DNA.
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fl DNA figli si separano con i
un processo che coinvolge
la membrana cellulare, e si

spostano verso le estremita
opposte della cellula in fase
di allungamento.
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La scissione binaria
produce due cellule figlie.




MUTANTI CHE INFLUENZANO
LA DIVISIONE CELLULARE

ot
b 7
T

MUTANTI fts

(filamentating temperature
sensitive)

*ftsZ- questi mutanti formano batteri lineari senza setto
*ftsA- questi mutanti formano batteri lineari con un setto
iniziale

*fts[- questl mutanti vanno incontro a lisi

Fts N, Q, L



FtsZ

°E il primo componente del “Divisoma” che si assembla
nella regione del setto

*Si tratta di una proteina dotata di attivita GTPasica
responsabile della formazione di un anello nella regione
dove si formera il setto divisionale.

E la proteina che determina I’invaginazione della
membrana cellulare e inizia il processo di divisione
cellulare.



FtsZ e Tubulina: un confronto

Tubulin

Carballido Lopez et al. 2003



Struttura di1 FtsZ
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FtsZ con 1 mM GTP (40 m

e
el

)

.
V-

VN







LOCALIZZAZIONE
DELI’ANELLO Z

FtsZ ring

Cytoplasmic

membrane

Division plane /

N
~ [
N\ 4

s

Divisome
proteins




Movimento dell’anello Z



Cascata dei fattor1 associati all’anello Z

Ft=(a

Ft=B mio) Frel

Periplasm

—

Ftaf ——— Il —— A — 0 — i
Fted Ft=d Ft=d Ft=d Ft=d
Ft=A Ftsf, Ft=l  Fsd, Ftek, Ftsd, Fsk, Ftsh, Fsk, F=d, Ftsk, F=0, FsA, Ftsk, Fs,
Ft=(l Fts(), FtsB, FtsL Fral), FsB, Ft=B, Ft=l, FtsB, Ftsl, Fts\W,
Ftsl, FtaW Ft=W, Ftal Ft=l, FtsM

Liph
Ft=d Ft=d




Possibili strutture dell’anello Z

Anello chiuso

Anello composto

Spirale compressa



ASSEMBLAGGI DELI’ANELLO Z

Fipd, Ftad, ‘. Contraction * £-ring &£
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Modello del tapis roulant o «treadmilling)




Modello del tapis roulant o «treadmillingy




Modalita di formazione dell’anello Z

A. End polymerization of multi-stranded polymers

B. Isodesmic assembly of single protofilaments

~

N
) /1

cytoplasm division site



POSIZIONAMENTO DELI’ANELLO Z

1) Localizzatore topologico

2) Anelli perisettali




POSIZIONAMENTO DELI’ANELLO Z

3) Occlusione da nucleoide

MNucleoid Occlusion
L ——

Division site




I1 modello del “Nucleoid occlusion”

FitsA
membrane ZipA -

In questo modello la proteina SImA associata al DNA
del nucleoide titola la proteina FtsZ sottraendola alla

formazione dello Z ring
Bernhardt TG, de Boer PA. 2005



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15916962?ordinalpos=2&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_DefaultReportPanel.Pubmed_RVDocSum

POSIZIONAMENTO DELI’ANELLO Z

3) Occlusione da nucleoide

MNucleoid Occlusion
R

Division site

4) Proteine MinCDE 1




Minicell

fum



Il locus min (26.3°)

Esso e caratterizzato da tre geni: minC, minD, minE.

] mutanti minD vanno incontro a formazioni del setto anomale (es.
polari) formando le mini-cell

[a delezione dell’intero /ocus determina 1l medesimo fenotipo

*[L.a combinazione delle iper-espressioni dei singoli geni hanno
suggerito un effetto negativo da parte del complesso MinCD sulla
formazione del setto ed uno positivo da parte di MinE (mini-cell)



Caratteristiche delle proteine Min

*La proteina MinD ha attivita ATPasica . Essa lega ’ATP e
questo legame, oltre a favorire I’interazione con la
membrana, e stabilizzato dall’interazione con MinC.

Il complesso MinCD-ATP determina I’inibizione della
formazione dell’anello da parte di FtsZ.

MinE interagisce con MinC-ATP, ne stimola Pattivita
ATPasica inibendo ’interazione tra MinC e MinD e
dissocia MinD dalla membrana.

‘MinE e¢ concentrato nella regione centrale della cellula e
si sposta oscillando verso un’estremita della cellula per poi
scomparire e ricomparire al centro della cellula. Di qui si
sposta nuovamente verso il polo opposto.
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Time slices in 5-sec increments of one complete MinD, MinE oscillation in a 4-um cell.

[M in D/ E]membrane

N

Huang K C et al. PNAS 2003;100:12724-12728

©2003 by National Academy of Sciences



MinDE movie

MinE

MinD



Meccanismo d’azione
di MinCDE
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DATI RECENTI .........

Recent results demonstrate
that the min proteins assemble in
helices
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The old view of the organization of MinC, MinD, and MinE proteins within E.

A old view B new view

MinC and
MinD

MIinE

Gitai Z , Shapiro L PNAS 2003;100:7423-7424

©2003 by National Academy of Sciences
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INIBIZIONE DELLA
DIVISIONE CELLULARE

La divisione cellulare manifesta un’apprezzabile
correlazione con la replicazione del DNA e con il
partitioning.

La divisione cellulare si blocca, in particolare, quando la
cellula riporta alcuni danni al proprio DNA.

Questo fenomeno ¢ ben conosciuto e dipende da una
proteina che fa parte del sistema SOS:

SulA



SISTEMA S.0.S.

DNA damage
induces RecA : Normal RecA
protease function RecA functions

/ protein

Y

RecA protease
inactivates
LexA protein

—> Error-free
DNA repair

LexA
represses LexA UmuD protein
protein - Oex umuD —> Error-prone
DNA repair

, ) o UvrA protein

Other SOS genes Ad es. SulA

Olex = lex operator




Circuito di SulA

Aumento Aumento
Danno al dellg dell’espressione
DNA proteina di SulA
RecA ' i '
Attivazione Degradazione Inibizione della
del sistema di LexA da polimerizzazione

SOS parte di RecA di FtsZ



Interazione tra SulA e FtsZ




Riferimenti .....

Lowe et al. “Molecules of the Bacterial Cytoscheleton”.
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Margolin w. “FtsZ and the division of prokaryotic cells and organelles”.
Nature reviews-Molecular Cell Biology. 2005 Vol.6 pp. 862-872

Lutkenhaus J., “Assembly dynamics of the Bacterial MinCDE System and
Spatial Regulation of the Z Ring”. Ann.Rev.Biochem. 2007 76:539-562
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https://youtu.be/6dq2 gqKP{U
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