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(A) cellule sferiche (B) cellule bastoncellari (C) cellule spirali
(per esempio (per esempio (per esempio
Streptococcus) Escherichia coli, Salmonella) Treponema pallidum)
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‘ Sospensione La sospensione viene
di cellule batteriche seminata su una capsula Petri
con gel di agar
Incubazione
per 1-2 giorni
i\: I
Capsula Petri  Cellule singole Colonie visibili
con gel diagar  (non visibili a occhio nudo) (ogni colonia € un clone

della cellula iniziale
corrispondente)



METODO DI RICERCA

Un terreno solido nutritivo viene moculato
con un piccolo numero di batteri.

Un terreno solido nutritivo vuene
moculato con 108-10° batteri.
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Crescita I
di WANYAN
Ui \..f\..f\..f\.
In poche ore
di raddoppiamenti
della popolazione,
in coltura saranno

(_presenti milioni di cellule.
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?Dove si deposita un batteno

Crescita Crescita

Un terreno liquido nutritivo
viene inoculato con batteri

)
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Crescita
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si forma una colonia. sohdo di batteri.

Sl forma un “tappeto” Il terreno diviene sempre piu torbido
man mano che i batteri si moltiplicano.




(a) Coltura batterica in terreno liquido

(b) Coltura batterica su piastre di Petri
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|_—~Ansa per
inoculi

-_— N —

|
b

A A

Terreno
liquido ) T
q batteri nel terreno. | | e si dividono.

Si inoculano i ] [I batteri crescono

sterile
/

/

_—Pipetta

di cellule
batteriche

Piastra di Petri

Si aggiunge una
soluzione diluita di

Un terreno di crescita
viene sospeso in

agar simile a gelatina. batteri alla piastra.

Si diffonde in modo
uniforme la soluzione
batterica per mezzo di

una bacchetta di vetro.

Coperchio _Bacchetta di vetro
N pd

Dopo un‘incubazione
di 1-2 giorni, i batteri

si moltiplicano, dando
origine a colonie visibili.
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| batteri sono organismi aploidi

sceltaquantitativa

MUTAZIONE



TEORIA GENETICA o pre-adattamento le

mutazioni avvengono spontaneamente in geni di pochissime cellule
di una popolazione batterica sulla quale il nuovo ambiente agisce
selezionando il tipo variante preesistente.

TEORIA ADATTATTIVA o post-adattamento

Il mutanteresistente s origina per azione diretta del nuovo
ambiente ( aggiunta di antibiotico)



Come si originanc le mutazioni adattative? (nei batteri € non solo)
Lesperimento di Salvador Luria e Max Delbruck (test di flatiuazione)
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Interpretazione
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Mimzone "precoce”; molt bamen resisteni




Conclusione:

= Batteri sensibili al fago diventano resistenti prima di entrare
in contatto con il virus.
* Il numero di mutanti dipende dal momento in cui =1 verifica

ciascun evento di mutazione (e dal numero di eventi) in
ciascuna coltara.
* Il virus quindi gop induce I"insorgenza della mutazione.
* Il virus seleziona mutanti preesistenti.




I meccanismi di "rimescolamento” dell'informazione genetica
(trasferimento orizzontale)

- la nproduzions battenica ;'. .
avviene solo mediante f ™,
divisione binara (da una = [::3
celinla due) o variant: da £ l.f"
questo tema .‘ i' : i

- non sono netl fenoment di ! 5 \

y . |
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riprodnzione sessuale
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. 000000 08
- la riproduzione battenca | |

yorta allz formazione da limee O
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I meccanismi di "rimescolamento’ dell'informazione genetica

- |'umica vanabilita genetica
possibile connessa al

meccamsmi di nproduzione € .h
legata alla mutazione / 0>
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Superficie di velluto
(sterilizzata)

Manico

>
Si preme il tampone Si preme il tampone su una
sulla piastra piastra selettiva che permetta
master contenente di distinguere tra genotipi

le colonie originali selvatici e genotipi mutanti



|l Piastrare i batteri su terreno
completo. Crescono colonie
sia leut sialeu~.

Parte da
impugnare

Superficie di
velluto
(sterilizzata)

Coltura
batterica

yY Piastrare in replica le
colonie tenendo premuta
una superficie di velluto
sulla piastra.

kg Le cellule
aderiscono
al velluto.

L8 Premere su piastre di Petri
mai usate. Le cellule di ogni
colonia vi vengono trasferite.

&3 Vengono identificati i mutanti
auxotrofici per leucina (feu~) in
base alla loro incapacita di

Terreno selettivo
privo di leucina

Terreno
completo

—>

crescere su terreno selettivo.

Questi vengono recuperati
dalla colonia che cresce su
terreno completo e coltivati

Crescono solo (R U

i batteri leu™

e .
o .. Colonia

mancante

b

g

Crescono sia i batteri
leu™ sia batteri leu~

Conclusione: Una colonia che cresce su terreno
completo ma non su uno selettivo presenta una
mutazione in un gene che codifica per la sintesi
di un nutriente essenziale.




ESPERIMENTO

Domanda: possono i batteri scambiarsi materiale genetico? Quando ceppi batterici auxotrofi (mutanti) differenti vengono fatti crescere insieme appaiono
nuovi batteri prototrofi (selvatici)?

METODO Le cellule crescono su terreno minimo] Campioni dei ceppi 1 e 2 vengono combinati

addizionato di metionina e bictina. e incubati insieme in terreno liquido contenente
metionina, biotina, treonina e leucina.

Il ceppo 1 di E. Coli
(met~bio~thrtleu™) RISULTATI
richiede metionina
e biotina per crescere Terreno completo

] (crescono numerose

Non ¢’ crescita

. loni
Su terreno minimo. colonie).

Le cellule crescono su terreno
minimo addizionato con treonina

Il ceppo 2 di E. Coli e leucina.

(mettbiothrleu™) /

richiede treonina

e leucina per crescere —> Su terreno minimo senza aggiunta di nutrienti,
compaiono poche colonie di batteri prototrofi
(mettbiotthrtieut).

Su terreno minimo
non C'é crescita

Conclusione: le colonie prototrofe che crescono su terreno minimo possono essere comparse solo in seguito a ricombinazione genetica tra cellule dei
due diversi ceppi.




A
met™ bio~ thrtleu thi +

Lavaggio delle cellule

Piastratura (ca. 107 cellulg)

Nessuna colonia

Mescolamento

Alcune cellule.
della progenie

(&)

B.
Mescolamento met + bio* thr—leu—thi—

Lavaggio delle cellule

\

Piastratura (ca. 108 cellule)

met * bio * thr+ leu + thi+ Nessuna colonia
Colonie prototrofiche



Esperimento
Domanda: | batteri si scambiano informazioni genetiche?

1B || ceppo batterico auxotrofico
Y10 non ¢ in grado di
sintetizzare Thr, Leu o tiamina. ..

..., In questo modo nessuno
dei due ceppi auxotrofici &
in grado di crescere su
terreno minimo.

..., mentre il ceppo Y24
non puo sintetizzare
biotina, Phe o Cys...

Ly
Cromosoma
batterico

...poiché & awenuta
ricombinazione genetica
- e i batteri sono in grado di
-..alcune colonie sintetizzare tutte le sostanze
Crescono. .. nutritive necessarie.

Conclusione: S, tra i due ceppi mutanti si sono verificati
scambio di materiale genetico e ricombinazione.




7) -— Pressione
O suzione

Tappo
POroso
di cotone

Ceppo A Ceppo B

Filtro fine



'Esperimento —

Domanda: Com’é avvenuto lo scambio di materiale genetico
riscontrato nell'esperimento condotto da Lederberg e Tatum?

Ceppo B
auxotrofico

ﬂ Flusso d'aria
-

\-

Quando due ceppi auxotrofici
sono stati separati da un
filtro che consentiva il
mescolamento del terreno
ma non dei batteri,...

...NoN sono stati prodotti
batteri prototrofici

Terreno Terreno Terreno Terreno
minimo minimo f \ minimo minimo

NN NN

Assenza Assenza Assenza Assenza
di crescita di crescita di crescita di crescita

Conclusione: Lo scambio di materiale genetico esige un
contatto diretto tra le cellule batteriche.




[ meccanismi di "rimescolamento” dell'mformazione genetica

- 1 fenomen sessual %
(trasfernmmento onzzontale di / e
mateniale genetico) ner batter ™
nom sono conmessl a fenomem di il ]
nproduzione cellulare g | £ 9
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GENETICA BATTERICA

+ I sistemi di scambio di materiale
genetico nei batteri sono fre:

- frasformazione
- coniugazione
- frasduzione




LA TRASFORMAZIONE

+ L'esperimento di Griffith (1928)

* Nel 1944 Avery, McLeod e McCarthy dimostrarono
che il "principio frasformante” era DNA

+ Il processo di trasfomazione consta di piu fasi:

- adsorbimento

- incorporazione
- eclisse

- Integrazione
- espressione fenotipica



Esperimento

Domanda: Un estratto proveniente da cellule batteriche inattivate puo
trasformare geneticamente delle cellule viventi?

(@ (b) (© (d)
Batteri di
tipo IIR
P
Batteri di Batteri di Batteri di Batteri di
tipo IIIS tipo IIR tipo IS tipo 1S
(virulenti) (non virulenti) uccisi al calore uccisi al calore

A A
\

S N e —a

. = e —’ LR "
Il topo muore Il topo vive Il topo vive # 1l topo muore

Recupero Nessun Nessun Recupero
di batteri batterio batterio di batteri
di tipo I1IS recuperato recuperato di tipo IlIS
(virulenti) (virulenti)

L Iniezione nei topi |
-

Conclusione: Una sostanza presente nei batteri virulenti inattivati al calore
ha trasformato dal punto di vista genetico batteri di tipo lIR in altri di tipo
IS vivi e virulenti.
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DNA
ricevente _\_Frammento di DNA a

doppio filamento 15 trasformate
Un filamento del frammento | | Il frammento a singolo filamento si | | La porzione rimasta del Quando la ...una delle cellule
di DNA entra nella cellula, appaia con il cromosoma batterico | | frammento di DNA a cellula si risultanti viene
mentre |'altro & soggetto a e awiene la ricombinazione. singolo filamento viene replica e si trasformata e I'altra no.

idrolisi. degradata. divide, ...




Cellula donatrice Assunzione di:  Trasformanti

EJ Dopo essere entrato

I DNA di una cellula | frammenti nella cellula, il DNA

. at N _ a+ o :

donatrice viene c VEeNgono assuntl | e = —p C —_ gjonatore viene
frammentato. | frammenti BN dalla cellula b- incorporato all'interno
POSSONO contenere uno - ricevente. del Cromosoma

it geni di interesse. atterico mediante
0 pitl geni di i at bt ¢t = batt diant

== =z :
: V4 + Crossing-over.

Cellula ricevente Y {

ﬂ Geni molto vicini tra
loro sul cromosoma
presentano una
maggiore probabilita
di imanere sullo
stesso frammento di

ot _ "\~ DNAe di subire la
ricombinazione
b+ contemporaneamente.

COH)— s

e
NGO
QIQIQG

A WAW,

Conclusione: La frequenza di
cotrasformazione & inversamente
proporzionale alle distanze tra i geni.




lo sessuale
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Sequenze che regolano l'inserimento
nel cromosoma batterico:

1S2
1S3

Geni che regolano il
trasferimento dei plasmidi
ad altre cellule

Geni che controllano la

l ‘ \ replicazione dei plasmidi:
\ oriV (origine

della replicazione)
inc
rep

Origine del trasferimento

Fattore F



Cromosoma batterico

Cellula ricevente F-




(@ (b)
Cellula F*  Cellula F~
(batterio (batterio
donatore)  ricevente)

A

O

\_/

Fattore F Cromosoma
batterico

Durante la
coniugazione,

si forma una
connessione
citoplasmatica tra la

cellula F* e quella F.

[Uno dei filamenti |

del DNA del
fattore F subisce
un'interruzione a
livello di un'origine
e si separa.

['Sul fattore F

ha luogo la
replicazione,
che sostituisce
il filamento
interrotto.

|estremita |
5" del DNA
interrotto
passa nella
cellula
ricevente. ..

...in cui il singolo
filamento viene

replicato,...

S

...generando una
copia circolare, a
doppio filamento,
del plasmide F.

La cellula
F~ diventa
cosl F*.




F integrato nel cromosoma



Cellula F* Cromosoma Cellula Hfr
batterico

Fattore F

|| fattore F viene integrato

Ha luogo il crossing-over tra |l
nel cromosoma.

fattore F e il cromosoma.




(a) (b) (9 (d) (e)
Cellula Hfr  Cellula F~ Cellula Hfr  Cellula F~

)

O qf@ O\ (O
el | | 7/
- —- - /’\ —- "

diversi O 4
Cromosoma
batterico

Cromosoma Hfr
(fattore F piu
geni batterici)

Nella cellula Hfr il fattore | | Durante la coniugazione || Il filamento .. le cellule ...e awiene |l Il crossing-over Il cromosoma
F si integra allinterno del | | F subisce un'interruzione | | trasferito viene || si separano... || crossing-over tra il pud condurre alla lineare viene
cromosoma batterico. e 'estremita 5’ si muove | | replicato, ... cromosoma Hfr ricombinazione degradato.
verso la cellula F~. donato e il degli alleli (verde
cromosoma originale | | intenso al posto
della cellula F~. | | del segmento nero).




Cellula Hfr

Fattore F

l

Cromosoma
batterico con
il fattore F
integrato

Nel cromosoma Hfr si
verifica crossing-over.

Cellula F

Quando il fattore F si stacca

dal cromosoma batterico,
pud portare con sé alcuni
geni (in questo caso /ac).

Cromosoma
batterico







Trasferimento del cromosoma Trasferimento del plasmide

\ L

Coniugazione e trasferimento

K Inserzione del fattore F K del fattore F ’g

F+a+ i

Coniugazione e trasferimento
Cromosomico }

F-at/a- F@ ,r 4
Ricombinazion%/ \ Assenza

di ricombinazione
F-rat F-a- F+a-



(a) Inserzione

Cromosoma Hir

Escissione

Diploide parziale Flac*/lac™




{a) Coniugazione tra un batteric F* (moschic) & an batterio F~ {femminal. La celuia ohe oo un
plasmedaF sono chiamate celide . Sono collule Tmaschil”™ In quanto possons iraslarre Ln plasmice
F i1 ni oallula “Sermmirie” F- 1 il mawo i collin F- ohents Jr coluls B2, 1 plasmies F s oplica
curamia || reskErimants cosicahs [ callfa Frnmans (i La purss dela eccia gogia ndca | punicin
oul cominglang B replkcazione ad | tasteimento. kan meno che Beplicancna procede & i3 Copia 5

CIESROCIL || PlNASTRCHS CHEoiang faotn.

‘ Sy |||' o
Caluls F+ |.' ) — ) Celhta Hir
'\‘ A _..‘

thlnhn i un maschio F* in un maschio Hir mediants integrazions H#uﬁhl‘-i_'lp

apitama) nel sromosoma, LLnsho Drodeiso b simie & Gueko in Cui | DNA it 5 unisco &
CrOMOSONTE SOE: form 8 poofiepn. A helio d S8 Speciie 40 NE Acomininactons T s dus molsonks

cicolat o DA

(o) Coniugaziane I un batlecio Hire on batterio F. L ooficeion @ i Basiormantd 98 Chomasims
£ T ComINCREN Bu Un St soecificn inunta cella freccia all'insmo del tatiom F La loostzragions &
I'crisriszions el Shoe F nel ciomosoma delBmminant & Se0UenEs oon ol | Qan wWingons rasieny
curane i oMot I Qoo cenno o B ool [ Shauenza o irashenmanto de quasirs ger &
AeECHD, 1 st O cOnLGAR DN ) geners- sl Iomoe poema ohe sao Sias rasfent Ui

cromioecma i maooior pars odl fatoe F
e ———y e .
5 ) Batterio F- fcombinanta
—( &

(d) Rinombinazions tra il trammesto cromesomico dell'Hir e il comosema dell'F. Pulvenfoars
L OO BiMaon ri | gand Shuall gl FAmmentt del cromCdgams Dallenod rasieiio daks coluls H
E?MQH‘IMH‘EE IFCHENG Nél Cromosoima deka caluis rosvents [FL S awi oosi una
cahda F- reombanarta Le porsoni o DA cha smargond utnd daf cromesomia bt saranint
bl i G et iben kil e | Chiae il € SNCRENS Pordubl s & BSIona Dalksing.










Fago libero

"d =9 DNA

Fago infettante

ccococa
—

s

A

/ Parete cellulare

DNA iniettato

Componenti del fago T4

Collo € collare

Struttura centrale

S
Piastra basale

=2

Fibre



Vengono rilasciati fagi appena Il fago si lega
formati per iniziare un nuovo ciclo. al batterio.

& V .. — Il profago pud
<§ Lisi Fago /‘ DNA distaccarsi e la cellula
o A DNA dell'ospite entrera nel ciclo litico.
\ [/ fagico
l{ff Il DNA fagico entra ( O)
nella cellula ospite

L'assemblaggio di nuovi fagi &
completo. Un enzima codificato Ciclo
dal fago provoca la lisi della cellula. m

@f@@@ ﬂ.snﬁm?ge"r.i’spﬂ / @I O)

Il cromosoma con un profago
*‘e g integrato si replica; tale evento pud
,__..= Vi continuare per molte divisioni cellulari.

traduce il DNA fagico
generando proteine del fago

— / /
":' N\
Fago //, Profago

replicato |
Il DNA fagico si replica Il DNA fagico si integra nel
utilizzando nucleotidi derivanti cromosoma batterico
dal precedente DNA dell'ospite. divenendo un profago.

[-rLa cellula ospite trascrive e

\\\\




Cellula
non infettata

L Adesione

ol del fago

oSl alla callula
ospite

o
LY Costruzicne

di fagi ; y
| nellz collula Giclo Itico

osplte

Ingresso dell'acido
nucleico del fago

% _ _ Acido
. lsizo r By
< nuc . 1
del fago J \
@' % & &
5> «a
'8 ~
= / R
— v Proteina
""' J ~" del fago
\ " S oo e
—_—
N @ ~\ Sintesi
delie proteing
Cromasoma % fagiche
dell'ospite ‘—ﬂh——;.‘ & replicazions
degradato del materiale
. “’ genetico;

il cromosoma dall'ospite =
si degrada



Batterio donatore

Fagi che portano
geni del donatore

Batterio trasdotto Batterio ricevente



Un ceppo batterico

donatore & infettato

con un fago.

/

_—Fago

DNA
fagico

5

"~

Batterio
donatore

Nel corso della

riproduzione del fago,
il cromosoma batterico
viene frammentato. ..

fagi.

...e un certo numero
di geni batterici viene
incorporato in alcuni

Dopo la lisi della
cellula, i fagi
trasducenti vengono

rilasciati. ..

...potendo cosl
trasferire i geni in
essi contenuti a un
altro batterio.

La ricombinazione
tra i geni trasferiti
e il cromosoma
batterico. ..

Frammenti del
cromosoma
batterico

Fago

trasducente

Fago

Qg&_’

normale

1
O

Cellula
ricevente

r\

8

\—_/

...genera
una cellula
batterica
trasdotta.

C

Trasduttante



(@

Il cromosoma fagico si
integra in quello batterico
tramite un singolo
crossing-over in
corrispondenza dei

siti att omologhi.

fagico

Cromosoma
batterico

gal+

PN,

Cromosoma |

Siti att

-+

A
( )
v - ¥
®) a—
Una escissione \ N
normale mediante - Paa

un crossing-over
simile. ..

(d) g N
k?
.Ps- »

...produce un
cromosoma
fagico normale.

2

I

Un errore di
escissione. ..

fagico che porta il gal +

...genera un cromosoma

batterico e che & definito
lambda gal difettivo (Adgal).

Il cromosoma Adgal
pud integrarsi in uno
batterico, che contiene
gid una copia del

profago i,... batterico. ..
L qi ...dando origine
a un trasduttante
®) stabile con un
Trasduttante Trasduttante allele gal +.
instabile instabile
B ENETIEITD TS B » )
A gal— 1 2 o 1 2 3 v gal+
Y N
wdgal Profago i

L'allele gal +
presente sul fago
pud ricombinarsi
con quello gal—
localizzato sul
cromosoma

...generando un |
trasduttante instabile. |
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a) Coniugazione . — ; . ;

@) g [ Si forma un ponte I DNA si replica trasferendosi Le cellule si Un crossing-over ...alla generazione

- citoplasmatico. da una cellula a un'altra. separano. nella cellula di un cromosoma
Cellula Cellula ricevente conduce...| |ricombinante.

donatrice ricevente

Cromosoma

- | DNA trasferito
N batterico si replica. =
G|
b) Trasformazione .
®) [1I DNA non complessato ad | | Un crossing-over ...alla produzione
4 altre sostanze («nudon) viene nel batterio di un cromosoma
assunto dalla cellula ricevente. conduce. .. ricombinante.
Frammenti
di DNA )
V‘Q
/]
% %
>
. S

(c) Trasduzione

Un virus infetta una U .. .vi inietta il
cellula batterica,... || proprio DNA,...

[ // ¢

...alla generazione
di un cromosoma
ricombinante.

Il virus infetta un
nuovo batterio,. ..

...portando Un crossing-over
con sé il DNA nella cellula
batterico. ricevente porta...

...e si replica, prendendo
del DNA batterico;

quindi la cellula batterica
va incontro a lisi.

T




