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Prefazione )

Questo libro di testo ¢ stato preparato per gli studenti che seguono corsi di Genetica, Genetica Agraria e
Genetica Vegetale delle lauree triennali e magistrali. A questo scopo, il testo originale “Elementi di Gene-
tica” di Russell et al. ¢ stato integrato in diversi capitoli con specifici riferimenti alle piante. Inoltre, sono
stati preparati due nuovi capitoli riguardanti i sistemi riproduttivi delle piante e il miglioramento genetico
vegetale.

"Tradizionalmente un testo di Genetica presenta prima la trasmissione dei caratteri ereditari seguita dalla
genetica molecolare. Tuttavia, gli approcci molecolari alla Genetica sono diventati sempre piu sofisticati e
le conoscenze della Genetica molecolare sono aumentate in modo esplosivo. La direzione intrapresa dalla
ricerca genetica richiede che il cuore di un testo di Genetica sia molecolare. Di conseguenza, nell’orga-
nizzare i capitoli, abbiamo voluto iniziare il testo con due argomenti riguardanti la struttura del DNA e la
trasmissione dell’informazione genetica dal DNA alle proteine. Nel Capitolo 1 gli studenti imparano come
¢ stato identificato il DNA in quanto molecola ereditaria, qual ¢ la sua struttura e quali sono i meccanismi di
replicazione. Il capitolo include anche I'organizzazione del DNA negli eucarioti e nei procarioti e descrive
gli elementi trasponibili e il loro effetto sull’evoluzione dei genomi. Nel Capitolo 2 gli studenti scoprono la
connessione tra DNA, RNA e proteine attraverso i processi di trascrizione e traduzione.

I Capitoli 3-6 costituiscono una unita di genetica della trasmissione dei caratteri ereditari. Partendo dalla
meiosi come meccanismo in grado di generare variabilita genetica, si passa alla genetica mendeliana e alle
successive estensioni, allo studio dell’associazione e della ricombinazione e ai meccanismi di ereditarieta
non tradizionali. Inoltre, nel Capitolo 6 gli studenti possono comprendere come le modalita di riproduzione
influenzino la struttura genetica delle popolazioni vegetali.

I Capitoli 7-9 presentano tre aspetti della genetica molecolare: il controllo dell’espressione genica nei
procarioti e negli eucarioti, la trasmissione del materiale genetico nei procarioti e le tecnologie per la modi-
ticazione del DNA e lo studio dei genomi.

11 testo si conclude con due capitoli sulla genetica delle popolazioni (Capitolo 10) e sulla genetica dei
caratteri quantitativi analizzati a livello molecolare (Capitolo 11).

Una caratteristica di questo testo ¢ I"approccio sperimentale: il piano di studio di ciascun capitolo ¢
preceduto dalla sezione “Perché ¢ importante”, in cui sono poste domande e risposte a fatti di natura gene-
tica. Inoltre, domande, esperimenti e risultati sono riportati nelle figure “Ricerca sperimentale” in ciascun
capitolo. Al termine di ciascun capitolo, gli studenti trovano “Domande di autovalutazione”, “Domande per
una discussione”, “Analisi sperimentale” e “Un richiamo all’evoluzione”. Questo testo ha I'obiettivo di di-
mostrare che la Genetica, come molte altre scienze, non € una collezione di fatti, ma un modo per affrontare
problemi e ottenere risposte su aspetti riguardanti la natura degli organismi viventi.

Gli Autori

SUPPORTI PER | DOCENTI

| docenti che utilizzano il testo a scopo didattico possono scaricare dal sito www.edises.it, previa registrazione
all'area docenti, le immagini del libro in formato PowerPoint.
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Grazie alle sue ipotesi Mendel poteva
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Piano di studio

Trasferimento genico e ricombinazio-
ne genetica nei batteri

In E. coli avviene la ricombinazione genetica.
La coniugazione batterica porta in contatto
i DNA di due cellule, permettendo lo svol-
gersi della ricombinazione.

Trasformazione e trasduzione forniscono
un’ulteriore fonte di DNA per la ricombi-
nazione.

La procedura di replica plating permette di
identificare e contare i ricombinanti.

8.2

La genetica
dei batteri
e dei virus

I virus e la ricombinazione virale

| virus in forma libera consistono in un nu-
cleo centrale di acido nucleico circondato
da un rivestimento proteico.

| batteriofagi di E. coli sono ampiamente usati
nella ricerca genetica.
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Perché & importante y

Nel 1885, un pediatra viennese, Theodor Esche-
rich, scopri un batterio che causava una severa
forma di diarrea nei neonati. Egli chiamo il bat-
terio Bacterium coli. Sorprendentemente, pero, 1 ri-
cercatori scoprirono che questo Bacterium coli era
anche presente nei neonati sani ed era un normale
abitante dell’intestino umano. Solo certi ceppi
causano malattie nell’'uomo. Inoltre, i ricercatori,
nel ventesimo secolo, scoprirono che batteri di
ceppi diversi, mischiati tra loro, producevano una
progenie che in parte aveva caratteristiche miste,
provenienti da piu di un ceppo, una prova che i
batteri potevano avere qualche forma di riprodu-
zione sessuata.

Essendo un organismo facile da isolare e
crescere, dopo la sua scoperta, il batterio, ribat-
tezzato Escherichia coli in onore di Escherich, ha
attirato molto interesse da parte dei ricercatori.
Il batterio fornisce diversi vantaggi per la ricerca
scientifica: puo crescere rapidamente, producendo
popolazioni enormi in soluzioni nutritive che sono
semplici da preparare. Inoltre, puo essere infettato
da un gruppo di virus, detti batteriofagi (fagi in
breve), che sono stati utili ai ricercatori quanto
lo stesso E. coli, perché anch’essi possono essere
cresciuti a miliardi in colture di batteri. I rapidi
tempi di generazione di E. co/i, i suoi fagi e le am-
pie popolazioni che se ne possono ottenere ’hanno
reso particolarmente utile ai genetisti. I genetisti
I’hanno utilizzato per analizzare incroci genetici e
loro risultati in tempi molto piu rapidi di quanto
potessero fare con gli eucarioti. In questo modo,
¢ stato possibile osservare eventi genetici che si
verificano solamente in un individuo su milioni.
Le caratteristiche di questi eventi rari hanno aiu-
tato 1 ricercatori a capire la struttura, lattivita e
la ricombinazione dei geni a livello molecolare.

Poiché puo essere cresciuto in soluzioni chimi-
che completamente definite — vale a dire soluzioni
di cui sono note l'identita e la concentrazione di
ciascun componente — E. co/i ¢ di particolare utilita
per indagini biochimiche. Utilizzando batteri nor-
mali o recanti mutazioni e batteri infettati da virus
¢ possibile identificare e seguire da vicino quello
che viene assorbito, quello che viene rilasciato e i
cambiamenti biochimici che avvengono interna-
mente alle cellule. Questi studi biochimici hanno
contribuito immensamente alla definizione dei geni

e della loro attivita ed hanno portato all’identifica-
zione di molti processi biochimici e degli enzimi
che li catalizzano (Uinserto Uno sguardo alla ricerca
analizza ulteriormente i vantaggi di E. co/i come or-
ganismo modello in laboratorio).

Aperta la strada con la ricerca sui batteri e sui
loro virus, i biologi hanno applicato con successo
le stesse tecniche agli eucarioti, come ad esempio
la Neurospora e U Aspergillus, funghi con un breve
tempo di generazione, che possono essere cresciuti
e analizzati biochimicamente in gran numero.
Oggi, studi molecolari sono condotti facilmente su
una grande varieta di eucarioti, inclusi i lieviti, il
moscerino della frutta Drosophila e la pianta Arabi-
dopsis. I risultati di questa ricerca hanno rivelato che
le caratteristiche molecolari dei geni, scoperte nei
procarioti, si applicano anche agli eucarioti.

Questo capitolo illustra le scoperte di base della
genetica molecolare dei batteri e dei loro fagi. Co-
minciamo la nostra discussione con la vita sessuale
dei batteri.

m Trasferimento genico e
ricombinazione genetica
nei batteri

Nella prima meta del ventesimo secolo, esperi-
menti genetici fondamentali rivelarono il processo
di ricombinazione genetica negli organismi euca-
riotici durante la riproduzione sessuata e condus-
sero alla costruzione di mappe genetiche di cro-
mosomi per un certo numero di organismi (vedi
Capitoli 4 e 5). I batteri divennero il soggetto della
ricerca genetica nella meta del ventesimo secolo.
Una delle prime domande cruciali fu se il trasfe-
rimento genico e la ricombinazione potessero
avvenire anche nei batteri, sebbene questi non si
riproducano sessualmente per meiosi. Per batteri
particolari, la risposta a questa domanda ¢ si — geni
possono essere trasferiti da un batterio ad un altro
attraverso diversi meccanismi distint e il nuovo
DNA introdotto puo ricombinare con quello re-
sidente. Questa ricombinazione genetica svolge la
stessa funzione che svolge negli eucarioti: genera
variabilitd genetica attraverso lo scambio di alleli
tra regioni omologhe su molecole di DNA prove-
nienti da due individui diversi.

E. coli &€ uno dei batteri in cui puo avvenire ri-
combinazione genetica. Dal 1940 i genetisti sanno
che E. coli e mold altri batteri possono essere cre-
sciuti in un terreno minimo, costituito da acqua,
da una sorgente di carbonio organico come il glu-
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La genetica dei batteri e dei virus

Organismi modello per la ricerca: Escherichia coli

Probabilmente si conosce di E. coli piu
di quanto si sappia di qualsiasi altro
organismo. Per esempio, i microbiologi
hanno decifrato la sequenza completa
del DNA genomico del ceppo di E. coli
comunemente utilizzato in laboratorio,
che consta di circa 4400 geni. La fun-
zione di circa un terzo di questi € pero
ancora ignota.

E. coli comincio ad essere utilizzato in
laboratorio perché era facile da crescere
in coltura. Poiché in condizioni ottimali le
cellule di E. coli possono dividersi all'in-
circa ogni 20 minuti, € possibile crescere
un clone di un miliardo di cellule nel giro
di ore in soli 10 mL di mezzo di col-
tura. Lo stesso quantitativo di mezzo di
coltura puo sostenere fino a 10 miliardi
di cellule prima che il ritmo di crescita
cominci a declinare. | ceppi di E. coli pos-
sono essere cresciuti in laboratorio con
un'attrezzatura minima, poiché richie-
dono poco pit di recipienti di coltura e
un incubatore tenuto a 37°C.

[I'maggior vantaggio di E. coli per la
ricerca scientifica, pero, all'epoca in cui
comincio ad essere utilizzato, si puo ri-
assumere in una semplice parola: sesso.
Quando Joshua Lederberg ed Edward
Tatum scoprirono che E. coli puo effet-
tuare una forma di riproduzione ses-
suata, essi ed altri scienziati realizzarono
che avrebbero potuto condurre incroci
con il batterio, producendo ricombi-
nanti genetici che potevano indicare le
posizioni relative dei geni sul cromo-
soma. Conoscendo le posizioni relative,
Lederberg, Tatum e altri ricercatori fu-
rono in grado di generare una mappa
genetica del cromosoma di E. coli. La

cosio e da una selezione di sali inorganici che in-
cluda una fonte di azoto, come ad esempio il clo-
ruro di ammonio. Il mezzo di crescita puo essere
in forma liquida o in forma di gelatina, preparata
aggiungendo agar al mezzo liquido ('agar ¢ un po-
lisaccaride estratto dalle alghe che non ¢ digeribile

dalla maggior parte dei batteri).

mappa mostrava che i geni
con funzioni correlate erano
raggruppati insieme, un fatto
che ebbe significative impli-
cazioni per la regolazione
dell'espressione dei geni. Per
esempio, il lavoro di Francois
Jacob e Jacques Monod sui
geni per il metabolismo del
lattosio condusse al modello
pionieristico  dell'operone
(descritto nella Sezione 7.1).
Nel loro lavoro all'lstituto
Pasteur di Parigi essi utiliz-
zarono la coniugazione per
mappare i geni e generare
diploidi parziali, allo scopo di compren-
dere i dettagli della regolazione della tra-
scrizione genica.

Lo sviluppo di E. coli come organismo
modello per lo studio dell'organizza-
zione genica e la regolazione dell'espres-
sione dei geni diede inizio alla genetica
molecolare. La caratterizzazione di pla-
smidi che esistono in natura in E. coli e
degli enzimi che tagliano il DNA in se-
quenze specifiche condusse allo sviluppo
di tecniche per combinare DNA di sor-
genti diverse, ad esempio per inserire un
gene di un organismo in un plasmide.
Oggi E. coli & usato per creare plasmidi
che contengono inseriti geni o altre se-
quenze e per la loro amplificazione (clo-
naggio), una volta ottenuti.

In sostanza, lo studio della genetica
molecolare di E. coli ha posto le fon-
damenta dell'industra biotecnologica;
colture in larga scala di E. coli sono
ampiamente utilizzate come “fabbri-
che” per la produzione di proteine

Dennis Kunkel Microscopy, Inc.

d'interesse. Ad esempio, ['ormone
umano insuling, richiesto per il tratta-
mento di certe forme di diabete, puo
esssere prodotto da fabbriche di E.
coli. (Il Capitolo 9 spiega in dettaglio
il clonaggio e gli altri tipi di manipo-
lazione del DNA).

| ceppi di laboratorio di E. coli sono
innocui per 'uomo. Analogamente, le
cellule di E. coli che in natura vivono
nel colon delluomo e di altri mammi-
feri sono in genere innocue. Esistono
pero ceppi di E. coli patogeni; qual-
che volta si legge di essi sui giornali
quando persone sviluppano sintomi,
quali diarrea e febbre, in seguito
all'assunzione di cibo contaminato da
ceppi patogeni di E. coli. | genomi di
diversi ceppi patogeni di E. coli sono
stati sequenziati e cio ha rivelato che
essi hanno piu geni dei ceppi di labo-
ratorio o del ceppo che vive nel colon
dell'uomo. | geni extra includono quelli
che rendono il batterio patogeno.

Poiché non ¢ pratico studiare un singolo batterio,
i ricercatori hanno sviluppato presto delle tecniche
per iniziare colture batteriche a partire da una sin-
gola cellula, generando popolazioni costituite da un
grandissimo numero di cellule identiche. Colture di
questo tipo sono chiamate cloni. Per dare inizio ad

un clone batterico, il ricercatore sparge una goccia di
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coltura batterica su una piastra di coltura contenente
del mezzo agarizzato sterile. La coltura ¢ sufficiente-
mente diluita da garantire 'ampia separazione delle
cellule sulla superficie dell’agar. Ciascuna singola
cellula si divide molte volte per produrre una colonia
separata, che ¢ un clone della cellula originale. Cel-
lule possono essere prelevate dal clone e introdotte
in un liquido di coltura o sparse su agar e cresciute
praticamente in quantita illimitata.

In E. coli avviene la ricombinazione
genetica

Nel 1946, due scienziati presso I'Universita di Yale,
Joshua Lederberg ed Edward L. Tatum, si accinsero
a determinare se la ricombinazione genetica avve-
nisse nei batteri, utilizzando E. co/i come organismo
sperimentale. In sostanza, essi volevano stabilire se
i batteri avessero processi di riproduzione sessuata.
Come primo passo, indussero mutazioni genetiche
in batteri E. coli, esponendo le cellule a mutageni,
quali i raggi X o la luce ultravioletta. Dopo I'espo-
sizione, Lederberg e Tatum trovarono che alcuni
batteri erano diventati auxotrofi, ovvero incapaci di
crescere su terreno minimo (vedi Sezione 2.1). Un
ceppo mutante poteva crescere solo se la vitamina
biotina e I’aminoacido metionina erano aggiunti
al mezzo di coltura; evidentemente in quel ceppo i
geni che codificano per gli enzimi richiesti per pro-
durre queste sostanze erano mutati. Un secondo
ceppo mutante non aveva bisogno di biotina o me-
tionina nel mezzo di crescita, ma poteva crescere
solamente se erano aggiunti gli aminoacidi leucina
e treonina, unitamente alla vitamina tiamina. Que-
sti due ceppi genetici di E. coli erano rappresentati,
nella stenografia genetica, come

b{o_ mlet_ Ielu+ tli:r*' t7i+
Ceppo 1: - T T T T -

biot met™ leu™ thr~ thi~
Ceppo 2: - I I I I -

In questa stenografia, bio si riferisce al gene che
controlla la capacita della cellula di sintetizzare la
biotina a partire da precursori inorganici. La desi-
gnazione bio* indica che l'allele ¢ selvatico; bio™ rap-
presenta I’allele mutante, che produce cellule che
non possono sintetizzare biotina. Analogamente,
met*, met, leu*, leu, thr, thi~ e thi*, thi- sono, ri-
spettivamente, gli alleli normali e mutanti per la
sintesi di metionina, leucina, treonina e tiamina.

Lederberg e Tatum mischiarono tra loro 100
milioni di cellule dei due ceppi mutanti e le misero
in terreno minimo (Figura 8.1). Era atteso che
nessuna delle cellule fosse in grado di crescere su
terreno minimo, a meno che non fosse avvenuta
una forma di ricombinazione tra molecole di DNA
dei due tipi parentali, a generare una nuova combi-
nazione con alleli selvatici per tutti i cinque geni:

bio™ mlet+ /e|u+ tPltr"' thit

Diverse centinaia di colonie crebbero sul terreno
minimo, ad indicare che la ricombinazione gene-
tica era in realtd avvenuta nei batteri. Lederberg e
Tatum esclusero la possibilita che le colonie fossero
originate da mutazioni casuali che ripristinassero la
forma allelica selvatica piastrando centinaia di mi-
gliaia di cellule dei ceppi 1 o 2, separatamente, sulla
superficie di un mezzo minimo: nessuna colonia

crebbe.

La coniugazione batterica porta
in contatto i DNA di due cellule,
permettendo lo svolgersi della
ricombinazione

I risultati di Lederberg e Tatum condussero ad
una importante domanda: come ¢ possibile che
due molecole di DNA, recanti alleli diversi, si in-
contrino per effettuare ricombinazione genetica?
La ricombinazione negli eucarioti avviene in cel-
lule diploidi, attraverso lo scambio di segmenti
tra cromatidi di coppie di cromosomi omologhi
(discusso nella Sezione 5.1). I batteri tipicamente
hanno un singolo cromosoma circolare e sono or-
ganismi aploidi (vedi Sezione 1.5). Dapprima si
penso che le cellule batteriche potessero fondersi
insieme, producendo I’equivalente procariotico di
uno zigote diploide. In seguito venne pero sta-
bilito che, piuttosto che fondersi, le cellule bat-
teriche coniugano: esse entrano in contatto I'una
con l’altra, inizialmente connettendosi attraverso
una lunga struttura tubulare chiamata pilus sessuale
(Figura 8.2a), e quindi formano un ponte citopla-
smatico che mette in comunicazione le due cellule
(Figura 8.2b). Durante la coniugazione, una co-
pia di parte del DNA di una cellula, la donatrice (Ia
cellula a sinistra nella Figura 8.2a), si trasferisce
nellaltra cellula, la 7icevente, attraverso il ponte
citoplasmatico. Una volta che il DNA della cel-
lula donatrice ¢ entrato nella ricevente, si appaia
con la regione omologa del DNA della cellula
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riGURA 8.1 RICERCA SPERIMENTALE

La ricombinazione genetica nei batteri

DOMANDA: La ricombinazione genetica avviene nei batteri?

ESPERIMENTO: Lederberg e Tatum analizzarono se la ricombinazione genetica potesse avvenire tra due ceppi mutanti di E. coli. Il ceppo
mutante | richiedeva biotina e metionina per crescere, ma non leucina, treonina o tiamina. Il suo genotipo era bio- met™ leu® thr thi*. |l
ceppo mutante 2 richiedeva leucina, treonina e tiamina per crescere, ma non biotina o metionina, e il suo genotipo era bio* met* leu
thr thi.

Lederberg e Tatum mischiarono un gran numero di batteri dei due ceppi e li piastrarono su terreno minimo, mancante di qualsiasi nu-
triente richiesto per la crescita. Come controllo, piastrarono su terreno minimo un gran numero di ciascuno dei due ceppi separatamente.

Ceppo mutante T: Miscela dei ceppi Ceppo mutante 2:
bio™ met™ leu™ thr* thi* le2 bio™ met” leu™ thr thi-

Terreno
minimo

Nessuna colonia Colonie: Nessuna colonia
bio* met™ leu™ thr™ thi®

RISULTATI: Nessuna colonia crebbe sulle piastre di controllo, indicando che nei due ceppi gli alleli mutanti non erano retromutati alla
forma normale, cosa che avrebbe prodotto crescita su terreno minimo. Perd molte colonie crebbero sulle piastre seminate con una
miscela del ceppo mutante | e del ceppo mutante 2.

CONCLUSIONI: Per poter crescere su terreno minimo, i batteri dovevano avere un genotipo bio™ met™ leu™ thr* thi*. Lederberg e Tatum
conclusero, pertanto, che le colonie sulla piastra dovevano essere risultate dalla ricombinazione genetica tra i ceppi mutanti | e 2.

99 00000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000000

ricevente e ha luogo la ricombinazione genetica. Il fattore F e la coniugazione. La cellula batte-
Attraverso questo trasferimento unidirezionale di ~ rica donatrice in un accoppiamento da inizio alla
DNA, la coniugazione batterica realizza una forma  coniugazione batterica. La capacitd di coniugare
di riproduzione sessuata tipica dei procarioti. dipende dalla presenza nella cellula donatrice di

un plasmide, chiamato fattore F (F = fertilitd). I
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a. Unione tramite pilus sessuale
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Cellula ricevente
priva di fattore F

Cellula donatrice

con fattore F sessuale

b. Formazione del ponte citoplasmatico

Per gent. conc. di L. G. Caro e Academic Press, Inc. (London) Ltd., da Journal of Molecular Biology 16:269, 1966

Figura 8.2

Cellule di E. coli in coniugazione. (a) Contatto iniziale tra due cellule
tramite il pilus sessuale. (b) Tra le due cellule si e formato un ponte
citoplasmatico (freccia), attraverso il quale il DNA viene trasferito da
una cellula all'altra.
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a. DNA batterico rilasciato dalla cellula

b. Plasmide

Prof. Stanley Cohen/SPL/Photo Researchers, Inc.

Figura 8.3
Fotografie al microscopio elettronico di DNA rilasciato da una
cellula batterica distrutta. (@) Plasmidi (frecce) vicino alla massa
del DNA cromosomico. (b) Un singolo plasmide a piu alto ingran-
dimento (colorato).

plasmidi sono piccoli cerchietti di DNA che sono
presenti nei batteri in aggiunta alla molecola cir-
colare di DNA cromosomico principale (Figura
8.3). I plasmidi contengono da alcuni a molti geni
e un’origine di replicazione che permette loro di
essere duplicati e trasmessi durante la divisione
batterica. Le cellule donatrici nella coniugazione
sono chiamate cellule F* perché contengono il
fattore F. Esse sono in grado di accoppiarsi con
le cellule riceventi ma non con altre cellule dona-
trici. Le cellule riceventi mancano del fattore F e
pertanto sono dette cellule F-.

Dr. Huntington Porter and Dr. David Dressler
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11 fattore F porta circa 20 geni. Alcuni dei geni
codificano per proteine del pilus sessuale, anche
chiamato pilus F (plurale, pi/i). Il pilus sessuale ¢ una
struttura lunga e tubulare presente sulla superficie
cellulare, che permette alle cellule donatrici F+ di
attaccarsi alle cellule riceventi F- (vedi Figura 8.2a).
Una volta attaccate, le cellule formano un ponte ci-
toplasmatico e coniugano (Figura 8.4a, passaggio
1, e vedi Figura 8.2b). Durante la coniugazione, il
plasmide F si replica, utilizzando uno speciale tipo
di replicazione del DNA. Quando i due filamenti
del DNA plasmidico si separano durante la repli-
cazione, uno dei filamenti viene trasferito dalla cel-
lula F* a quella F- attraverso il ponte citoplasmatico
(Figura 8.4a, passaggio 2). Nella cellula ricevente
avviene la sintesi del filamento complementare al
filamento di DNA entrante (Figura 8.4a, passag-
gio 3). Quando lintero filamento del fattore F &
entrato e il suo filamento complementare ¢ stato
sintetizzato, il fattore F circolarizza in un fattore F
completo, rendendo la cellula F* (Figura 8.4a, pas-
saggio 4). In questo processo, nessun DNA cromo-
somico ¢ trasferito tra le cellule, pertanto nessuna
ricombinazione genetica puo avvenire in seguito ad
un incrocio Frx F~.

Le cellule Hfr e la ricombinazione genetica.
Come puo avvenire ricombinazione genetica di
geni batterici tramite coniugazione se nessun DNA
cromosomico viene trasferito quando il fattore F ¢
traslocato durante I’accoppiamento? La risposta ¢
che in alcune cellule F* (Figura 8.4b, passaggio 1),
il fattore F si integra per ricombinazione nel cro-
mosoma batterico (Figura 8.4b, passaggio 2), pro-
ducendo una donatrice che puo trasferire geni del
cromosoma batterico alla cellula ricevente. Queste
cellule donatrici speciali sono conosciute come cel-
lule Hfr (Hfr = alta frequenza di ricombinazione).
Poiché i geni del fattore F sono ancora attivi quando
il plasmide ¢ integrato nel cromosoma batterico,
una cellula Hfr puo coniugare con una cellula F-.
La Figura 8.4b, passaggio 3, illustra un incrocio
Hfr x F~ nel quale i due tipi cellulari hanno alleli
diversi. La replicazione del DNA inizia a meta del
fattore F integrato e un segmento del fattore F si
muove attraverso il ponte di coniugazione nella cel-
lula ricevente (Figura 8.4b, passaggio 4), portando
dietro di sé il DNA cromosomico (Figura 8.4b, pas-
saggio 5). Nella cellula ricevente avviene la sintesi
del filamento di DNA complementare al filamento
entrante, che proviene dalla donatrice. In breve,
il ponte di coniugazione tra le cellule appaiate si

rompe, ma il trasferimento di DNA in genere pro-
cede abbastanza a lungo da permettere che alcuni
geni della cellula donatrice seguano il filamento F
nella cellula ricevente. La cellula ricevente diventa
cosi un diploide parziale a causa del frammento di
DNA cromosomico della cellula donatrice che ha
attraversato il ponte di coniugazione.

Nel nostro esempio, la cellula ricevente nella Fi-
gura 8.4b, passaggio 5, ¢ diventata #*b*/a"b~. Il DNA
della ricevente e il frammento di DNA omologo
della donatrice possono appaiarsi e ricombinare.
La ricombinazione genetica avviene attraverso un
doppio evento di crossing-over, che scambia i geni
del donatore con quelli del ricevente, utilizzando
essenzialmente gli stessi meccanismi degli eucarioti
(discussi nella Sezione 5.1). La Figura 8.4b, passag-
gio 6, mostra la generazione di un ricombinante
b*. In altre coppie nella popolazione coniugante, il
gene a#* potrebbe ricombinare con il gene omologo
del ricevente, o entrambi i geni 4* e b* potrebbero
ricombinare. I ricombinanti osservati nell’esperi-
mento di Lederberg e Tatum descritto in prece-
denza originarono attraverso questo stesso mecca-
nismo generale. Poiché la coniugazione in genere
si interrompe molto prima che la seconda meta del
plasmide F venga trasferita (sarebbe 'ultimo pezzo
di DNA ad essere trasferito), la cellula ricevente ri-
mane F~.

I ricombinanti prodotti durante la ricombina-
zione possono essere identificati solamente se gli
alleli dei geni sul DNA trasferito dalla cellula do-
natrice differiscono da quelli sul cromosoma della
cellula ricevente. In seguito a ricombinazione, il
DNA batterico si replica e la cellula si divide nor-
malmente, producendo una linea di cellule con la
nuova combinazione allelica. Qualsiasi residuo del
frammento di DNA che ¢ entrato originariamente
nella cellula viene degradato al procedere della divi-
sione e non contribuisce ulteriormente alla ricom-
binazione genetica o all’eredita della cellula.

Mappaggio dei geni per coniugazione. La ri-
combinazione genetica per coniugazione venne
scoperta da due scienziati, Francois Jacob (lo
stesso ricercatore che propose il modello dell’o-
perone per la regolazione dell’espressione genica
nei batteri; vedi Sezione 7.1) ed Elie L.Wollman
all'Istituto Pasteur, a Parigi. Questi cominciarono
i loro esperimenti incrociando cellule Hfr e F-
che differivano in un certo numero di alleli. Ad
intervalli regolari successivamente all’inizio della
coniugazione, essi prelevarono alcune cellule e le
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a. Trasferimento del fattore F

@ @ Cromosoma batterico
n Una cellula F* coniuga
con una cellula F~.

Fattore F /

Cellula F* Cellula F~

B Un filamento del fattore F
si rompe in un punto specifico

: e comincia a traslocare dalla

cellula F* (donatrice) alla cellula
F~ (ricevente), mentre il fattore F

si replica.

B La replicazione del DNA

del fattore F continua nella

cellula donatrice e un

filamento complementare al

O filamento che entra nella cellula
ricevente comincia ad essere

sintetizzato.

Quando il trasferimento del
fattore F & completo, |a replicazione
ha prodotto una copia del fattore F,
sia nella cellula donatrice che

nella ricevente; la cellula ricevente
& diventata F*. Nessun DNA
cromosomico & stato trasferito

~ durante questo accoppiamento.

Cellula F* Cellula F*

Figura 8.4

Trasferimento di materiale genetico durante la coniugazione
tra cellule di E. coli. (a) Trasferimento del fattore F durante la
coniugazione tra cellule F* e F~. (b) Trasferimento di geni batterici
e produzione di ricombinanti durante la coniugazione tra cellule
Hfre F.

b. Trasferimento di geni batterici

‘ Cromosoma batterico
4 n Una cellula F*.
@ Fattore F

@ a Il fattore F si integra nel

cromosoma di E. coli con un

@ singolo evento di crossing-over.

Cromosoma batterico

<

B) Una cellula con integrato

il fattore F (una donatrice Hfr)

e una cellula F~ coniugano.
Queste due cellule differiscono

per gli alleli: quella Hfr & a* b* ¢* d*
equellaF-ea b cd.

Cellula Hfr Cellula F~

Come durante la coniugazione
F* x F~, un filamento del fattore F

si rompe in un punto specifico e
comincia a muoversi dalla cellula Hfr
(donatrice) alla cellula F~ (ricevente),
mentre ha luogo la replicazione.

B Nella cellula F~ il fattore F
entrante e il DNA cromosomico
attaccato, a singolo filamento,

si replicano tramite sintesi del

4 flamento di DNA complementare.
La ricombinazione avviene tra

il DNA cromosomico entrante

del donatore e il cromosoma

del ricevente.

B Qui, come risultato della
ricombinazione, due crossing-over
producono un ricombinante b*.
Quando le cellule coniuganti si

{ separano, il pezzo di DNA lineare
della donatrice viene degradato e
tutti i discendenti della cellula
ricevente saranno b*. La cellula
ricevente rimane F~ perché non
tutto il fattore F & stato trasferito.

Il ponte di coniugazione
si rompe. La cellula F~
& ora un ricombinante b*.

Il cromosoma Hft, costituito
da parte del fattore F seguita
da geni batterici.
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agitarono in un frullatore per separare le cellule
in accoppiamento. Quindi coltivarono le cellule
separate e le analizzarono per la presenza di ri-
combinanti. Essi trovarono che quanto piu a lungo
lasciavano procedere la coniugazione prima di se-
parare le cellule, tanto piu elevato era il numero
di geni del ceppo donatore che entravano nel ri-
cevente, producendo ricombinanti. Da questo ri-
sultato, Jacob e Wollman conclusero che durante
la coniugazione le cellule Hfr iniettano lentamente
una copia del loro DNA nelle cellule F. 1l tra-
sferimento completo di una molecola di DNA alla
cellula F- richiederebbe circa 90-100 minuti. In
natura, pero, l'intera molecola di DNA ¢ trasfe-
rita di rado, perché il ponte citoplasmatico tra le
cellule coniuganti ¢ fragile e si rompe facilmente
a causa dell’agitazione molecolare casuale, prima
che il trasferimento sia completo.

L’ordine di trasferimento genico da una cel-
lula Hfr ad una F-venne utilizzato per mappare
il cromosoma di E. co/i. 1l fattore F si integra in
una delle poche posizioni possibili e fisse nel DNA
circolare di E. coli. Ne consegue che i geni del
DNA batterico seguono il segmento del fattore
F nella cellula ricevente in un ordine definito, in
cui il gene immediatamente adiacente al fattore
F entra per primo e i geni successivi di seguito.
Nell’esempio teorico mostrato nella Figura 8.4b,
i geni del donatore entreranno nell’ordine a*-b*-
¢*-d*. Interrompendo la coniugazione a tempi via
via crescenti, i ricercatori permettevano il trasfe-
rimento di pezzi di DNA via via piu lunghi nella
cellula ricevente, portandovi sempre piu geni della
cellula donatrice (visibili come comparsa di ricom-
binanti). Seguendo l'ordine e il tempo con i quali
i geni venivano trasferiti, i ricercatori furono in
grado di mappare e assegnare la posizione relativa
dei geni sul cromosoma di E. co/i. La mappa ge-
netica risultante ha distanze tra geni misurate in
unita di minuti. Oggi, la mappa genetica di E. coli
mostra le distanze di mappa come minuti, a riflet-
tere la procedura di mappaggio per coniugazione.

N
-4 1+
—*4— —1—o

Le mappe genetiche di E. coli ottenute tramite
esperimenti di coniugazione indicavano che i geni
erano disposti circolarmente, a riflettere la strut-
tura circolare del cromosoma di E. coli. Piu recen-

temente, il sequenziamento del genoma di E. co/i ha
confermato 1 risultati ottenuti tramite mappaggio
genetico.

Oltre al plasmide F, i batteri contengono altri
tipi di plasmidi. Alcuni plasmidi portano geni che
conferiscono resistenza a condizioni sfavorevoli,
quali Pesposizione ad antibiotici (i plasmidi che
portano tali geni per la resistenza sono chiamati
plasmidi R). Il vantaggio competitivo fornito dai
geni portati da alcuni plasmidi puo spiegarne 'am-
pia distribuzione in tutti i tipi di cellule proca-
riotiche.

Trasformazione e trasduzione forniscono
un’ulteriore fonte di DNA per la
ricombinazione

La scoperta della coniugazione e della ricombina-
zione genetica in E. co/i dimostro che la ricom-
binazione genetica non ¢ ristretta agli eucarioti.
Ulteriori osservazioni dimostrarono che il DNA
puo essere trasferito da una cellula batterica ad
un’altra attraverso altri due meccanismi, la trasfor-
mazione e la trasduzione. Come la coniugazione,
questi meccanismi trasferiscono il DNA in una
direzione e creano un diploide parziale nel quale
puo avvenire la ricombinazione tra alleli in regioni
omologhe di DNA.

Trasformazione. Nella trasformazione, i bat-
teri incorporano pezzi di DNA che sono rilasciati
quando altre cellule si disintegrano. Fred Griffith,
un ufficiale medico del Ministero Britannico della
Salute, a Londra, scopri questo meccanismo nel
1928, quando trovo che una forma non infettiva
del batterio Streptococcus pneumoniae, incapace di
causare polmonite nei topi, poteva essere trasfor-
mata in una forma infettiva se esposta a cellule di
un ceppo infettivo uccise al calore. La differenza
cruciale tra i ceppi risiedeva nella capsula di po-
lisaccaridi che riveste il ceppo infettivo, assente
nei ceppi non infettivi a causa di una differenza
genetica tra i due. Nel 1944, Oswald Avery e i suoi
colleghi all’Universita di New York trovarono che
la sostanza derivata dalle cellule infettive uccise,
capace di convertire i batteri non infettivi nella
forma infettiva, era il DNA (discusso nella Sezione
1.1).

In seguito, i genetisti stabilirono che nella tra-
sformazione dello Streptococcus i frammenti di DNA
lineare assunti e provenienti dalle cellule infettive
distrutte ricombinavano con il DNA cromosomico
delle cellule non infettive tramite doppio crossing-
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over, in modo molto simile alla ricombinazione
genetica che avviene nella coniugazione. La ricom-
binazione introduce I’allele normale, che controlla
la formazione della capsula, nel DNA delle cellule
non infettive; I'espressione di questo allele nor-
male genera una capsula intorno alla cellula e alle
sue discendenti, rendendole infettive.

Solo alcune specie di batteri possono assumere
DNA dal mezzo circostante attraverso meccani-
smi naturali. Tali batteri tipicamente hanno una
proteina che lega il DNA sulla superficie esterna
della parete cellulare. Quando il DNA dall’am-
biente circostante lega la proteina, un enzima de-
sossiribonucleasico rompe il DNA in piccoli pezzi,
che passano attraverso la parete della cellula e la
membrana plasmatica fino al citoplasma. II DNA
che entra pud quindi ricombinare con il cromo-
soma della cellula ricevente se questo contiene le
regioni omologhe.

Le cellule di E. coli in condizioni normali non
assumono il DNA dalP’ambiente circostante, ma
possono essere indotte ad assumerlo tramite #ra-
sformazione artificiale. Un modo in cui questo &
realizzato ¢ esponendo le cellule di E. coli a ioni
calcio e al DNA di interesse, incubando il tutto in
ghiaccio e dando quindi un rapido shock termico.
Questo trattamento altera la membrana plasmatica
in modo tale che il DNA possa attraversarla ed
entrare. Il DNA entrante va incontro a ricombi-
nazione se contiene regioni omologhe a parte del
DNA cromosomico.

Un’altra tecnica per la trasformazione artifi-
ciale, chiamata elettroporazione, espone brevemente
le cellule ad un rapido impulso elettrico. Lo shock
elettrico altera la membrana plasmatica in modo
tale che il DNA possa entrare. Il metodo funziona
bene con la maggior parte delle specie batteriche
che di per sé sono incapaci di assumere DNA e
anche con mold tipi di cellule eucariotiche.

La trasformazione artificiale ¢ spesso utilizzata
per introdurre plasmidi contenenti sequenze di
DNA d’interesse nelle cellule di E. coli, come parte
delle tecniche di clonaggio. Quando le cellule sono
state trasformate, i cloni di cellule sono cresciuti in
grande numero per aumentare la quantitd di DNA
inserito, fino a raggiungere la quantita necessaria
per il sequenziamento o la modificazione genetica.
(11 clonaggio del DNA e I'ingegneria genetica sono
discussi in dettaglio nel Capitolo 9).

Trasduzione. Nella trasduzione il DNA ¢ tra-
sferito alla cellula batterica ricevente da un fago
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infettante (vedi Sezione 1.1). Quando nuove
particelle fagiche sono assemblate in una cellula
batterica, puo capitare che i capsidi incorporino
un frammento del DNA dell’ospite insieme o al
posto del DNA virale. Quando poi i fagi sono ri-
lasciati dalla cellula ospite, si attaccano ad un’al-
tra cellula e iniettano in essa il DNA batterico (e
il DNA virale, se presente). Come nella coniu-
gazione e nella trasformazione, I'introduzione di
questo DNA rende la cellula parzialmente diploide
e permette la realizzazione della ricombinazione.
Joshua Lederberg e il suo studente Norton Zin-
der, allora all’Universita del Wisconsin a Madison,
scoprirono la trasduzione nel 1952, nel corso di
esperimenti con il batterio Salmonella typhimurium
e il fago P22. Lederberg ricevette il premio Nobel
nel 1958 per la sua scoperta della coniugazione e
della trasduzione nei batteri.

La procedura di replica plating permette
di identificare e contare i ricombinanti

Come fanno i ricercatori a identificare e contare
i ricombinanti ottenuti negli esperimenti di co-
niugazione, trasformazione e trasduzione? Joshua
Lederberg ed Esther Lederberg svilupparono a
questo scopo una nuova tecnica, ora largamente
usata, chiamata replica plating (piastramento di
repliche). Nel replica plating, una piastra con
mezzo di coltura solido su cui siano cresciute le
colonie — chiamata piastra madre — viene premuta
lievemente su del velluto sterile (Figura 8.5).
Questo determina il trasferimento di un po’ di
ciascuna colonia sul velluto, mantenendo la stessa
distribuzione delle colonie presente sulla piastra.
11 velluto ¢ quindi premuto gentilmente su nuove
piastre di terreno di coltura solido — le piastre co-
pia — e in questo modo alcune delle cellule di cia-
scuna colonia originale sono trasferite sulle nuove
piastre. In tal modo le nuove piastre sono seminate
ciascuna con una “replica” dell’originale collezione
di colonie presente sulla piastra di partenza. Le
nuove piastre sono quindi incubate per permet-
tere la crescita delle colonie. Pertanto, un ricer-
catore puo determinare le mutazioni che ciascun
ceppo porta, effettuando un replica plating della
piastra originale su piastre contenenti terreni di
coltura con diversa composizione. In altre parole,
la composizione del terreno di coltura sulle piastre
¢ modificata per consentire la crescita di colonie
con specifiche caratteristiche. Il terreno com-
pleto contiene 'intero complemento di sostanze
nutritive, inclusi aminoacidi e altre sostanze che i
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FIGURA 8.5 UN METODO DI RICERCA

La genetica dei batteri e dei virus

Piastramento di rvepliche (replica plating)

SCOPO: |l replica plating ¢ utilizzato per identificare ceppi batterici diversi in una miscela eterogenea di ceppi, in base alle loro necessita

di crescita.

PROTOCOLLO:

I. Premi delicatamente il velluto sterile sulla piastra di terreno
solido su cui sono cresciute le colonie. Un po’di ciascuna colo-
nia si trasferisce al velluto, mantenendo la stessa distribuzione
delle colonie presente sulla piastra. Nell'esempio, una miscela
di colonie di ceppo normale e ceppo auxotrofo si trovano sulla
piastra di terreno completo.

2. Premi delicatamente il velluto su una nuova piastra — la piastra
copia — per trasferire un po’ di ciascun ceppo. Nell'esempio, la
piastra copia contiene terreno minimo. Incuba per permettere
alle colonie di crescere e confronta la distribuzione delle colo-
nie sulla piastra copia con quella sulla piastra madre.

INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI: Una colonia presente
sulla piastra madre ma non sulla piastra copia indica che il ceppo
richiede qualche sostanza nutritiva per crescere che non € pre-
sente nel terreno minimo. In altre parole, il ceppo € auxotrofo.
Negli esperimenti reali, le composizioni della piastra madre e
delle piastre copia sono scelte in modo appropriato allo scopo
dell'esperimento.

Piastra madre con
il terreno completo

Piastra copia con
il terreno minimo

Crescita di colonie

ceppi normali producono da sé; in un terreno mi-
nimo le cellule normali sono in grado di crescere,
ma non i mutanti auxotrofi, poiché sono incapaci
di sintetizzare una o piu delle sostanze mancanti.

La Figura 8.5 mostra I'identificazione di mutanti
auxotrofi di E. co/i tramite replica plating, su terreno
minimo, di colonie che sono state cresciute in ter-
reno completo. Tutti i ceppi crescono su terreno
completo, ma i mutanti auxotrofi non crescono su
terreno minimo. Percio, comparando le colonie che
crescono sul terreno completo (piastra originale)
con quelle cresciute sul terreno minimo, un ricerca-
tore pud determinare quali colonie siano mancanti
sulla piastra di terreno minimo. Le colonie corri-

spondenti sulla piastra originale saranno quindi pre-
levate e studiate a fondo. Nell’esperimento reale, la
composizione dei terreni di coltura ¢ disegnata in
base allo scopo dell’esperimento. Per esempio, per
identificare un ricombinante 7zet* in un esperimento
di coniugazione, la piastra di partenza contiene me-
tionina e le colonie sono replicate su una piastra che
manca di metionina. Comparando la crescita di co-
lonie sulle due piastre, i ricombinanti 7zet* verranno
identificati perché crescono sulla piastra che manca
di metionina, mentre le cellule parentali 7zet~ non
sono in grado di crescere.

I fagi menzionati in questa sezione infettano
solamente i batteri, mentre i virus infettano tutti
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gli organismi viventi. Molti virus sono diventati
importante oggetto di ricerca, fra le altre cose
nello studio dei meccanismi molecolari della ri-
combinazione e del controllo genetico dell’infe-
zione virale. Virus e ricombinazione virale sono
argomento della sezione successiva.

INTERVALILO

Descrivi le proprieta delle cellule di E. co/i F*,
F-e Hir.

m | virus e la ricombinazione
virale

I virus che infettano i batteri, in quanto agenti di
trasduzione, sono strumenti importanti nello studio
della genetica dei batteri. Gli stessi virus sono an-
che importanti per lo studio della ricombinazione e
della genetica virale. I virus possono andare incontro
a ricombinazione genetica quando i DNA di due
virus, recant alleli diversi per uno o piu geni, infet-
tano la stessa cellula. Utilizzando i fagi, i ricercatori
studiano la genetica dei virus con le stesse tecniche
molecolari e biochimiche utilizzate per studiare gli
ospiti batterici.

I virus in forma libera consistono in
un nucleo centrale di acido nucleico
circondato da un rivestimento proteico

I'virus in forma libera, al di fuori delle cellule ospit,
consistono in un nucleo centrale, o core, di acido

a. Batteriofagi b. Virus animale
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8.2 | virus e la ricombinazione virale

nucleico racchiuso da un rivestimento proteico
protettivo. La Figura 8.6 mostra un fago e un vi-
rus che infetta cellule animali. Alcuni virus animali
hanno uno strato addizionale — I'involucro — che de-
riva dalla membrana plasmatica della cellula ospite.
I virus sono trasportati passivamente da movimenti
molecolari casuali e non effettuano alcuna delle at-
tivita metaboliche caratteristiche della vita. Pero,
una volta che essi o il loro acido nucleico genomico
sono entrati in una cellula ospite, i virus tipica-
mente sovvertono l'apparato cellulare dell’ospite
per effettuare la replicazione dell’acido nucleico
virale e la sintesi delle proteine virali. Virus di tipo
diverso infettano cellule batteriche, cellule vegetali
e cellule animali.

Le molecole di acido nucleico virale — DNA in
alcuni virus, RNA in altri — possono contenere da
pochi fino a circa cento geni. Thutti i virus hanno
geni che codificano almeno per le proteine del ri-
vestimento e per gli enzimi richiesti per la replica-
zione dell’acido nucleico. Molti virus hanno anche
geni che codificano per proteine di riconoscimento
che si inseriscono nel rivestimento superficiale.
Queste proteine del rivestimento riconoscono e
legano la cellula ospite, promuovendo l’entrata
della particella virale o del core di acido nucleico
all'interno della cellula.

I batteriofagi di E. coli sono ampiamente
usati nella ricerca genetica

Diversi batteriofagi che infettano E. co/i sono uti-
lizzati dai ricercatori per studiare la genetica sia dei
batteri che dei virus. Questi includono batteriofagi
virulenti, che uccidono la cellula ospite durante
ciascun ciclo di infezione, e batteriofagi tempe-

Figura 8.6

| virus. (a) Batteriofagi che iniettano il
loro DNA in E. coli. (b) Virus animale. Una
porzione del rivestimento proteico € stata
eliminata per mostrare il core di acido nu-
cleico. Le proteine spike sono proteine di
riconoscimento che permettono alla parti-
cella virale di legare la superficie della cellula
ospite.

Proteina
spike

Core
di acido
o) nucleico

Rivestimento
proteico
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rati, che possono entrare in una fase inattiva nella
quale la cellula ospite replica e trasferisce il DNA
del batteriofago attraverso le generazioni, prima
che il fago diventi attivo e uccida lospite.

I batteriofagi virulenti di E. coli. Tra i batterio-
fagi virulenti che infettano E. coli, i batteriofagi
della serie T-pari, T2, T4 e T6, sono quelli che
sono stati di maggior utilita negli studi genetici
(mostrato in Figura 8.6a). Il rivestimento di questi
fagi ¢ diviso in una festa e una coda. Impacchettata
all'interno della testa ¢’¢ una molecola singola di
DNA lineare. La coda, assemblata a partire da
piu proteine diverse, contiene proteine di ricono-
scimento alla sua estremita che possono legare la
superficie della cellula ospite.

Come primo passaggio in un ciclo di infezione,
un fago T-pari collide casualmente con la superfi-
cie di una cellula di E. co/i e la coda si attacca alla
parete della cellula (Figura 8.7, passaggio 1). La
coda quindi si contrae e inietta il DNA del fago at-
traverso la parete della cellula e la membrana pla-
smatica nel citoplasma (passaggio 2). Le proteine
dell’involucro rimangono all’esterno. Durante il
suo ciclo vitale all’interno della cellula batterica, il
fago utilizza il macchinario della cellula ospite per
esprimere i suoi geni. Una delle proteine prodotte
nella fase precoce dell’infezione & un enzima che
degrada il cromosoma del batterio. Sempre nella
fase precoce dell’infezione, viene espresso il gene
del fago codificante per una DNA polimerasi che
replica il suo cromosoma; cosi ha inizio la replica-
zione del DNA del fago, che da origine a 100-200
nuove molecole di DNA virale (passaggio 3). A
tempi tardivi dell’infezione, I'apparato dell’ospite
trascrive gli altri geni del fago e traduce gli mRNA
corrispondenti, sintetizzando le proteine dell’invo-
lucro virale (passaggio 4). Mentre si assemblano
le proteine della testa e della coda, il DNA virale
replicato viene incluso nelle teste (passaggio 5).

Quando I'assemblaggio dei virus ¢ completo,
un ultimo enzima, codificato dal DNA virale, lisa
la cellula. La rottura rilascia le particelle virali nel
mezzo circostante; la progenie fagica puo quindi in-
fettare le cellule di E. co/i che incontra (passaggio 6).

Figura 8.7
Ciclo infettivo di un batteriofago T-pari,un
esempio di fago virulento.

Particella
del fago
T-pari

Cellula di
E. coli

+ @ 1l fago si attacca

alla cellula ospite.

Cromosoma
' batterico

Cromosoma
batterico
frammentato

a Il fago inietta il suo
DNA nella cellula ospite.
Lespressione dei geni del
fago produce un enzima
che frammenta il
cromosoma batterico.

* DNA del fago
replicato

replicato all'interno
della cellula ospite.

+ €D 11 DNA del fago &

Teste e code del
virus sono sintetizzate.

B Il DNA del fago, le
unita della testa e della
coda sono assemblati
in particelle fagiche
complete.

rilasciando le nuove
particelle fagiche.

+ @ La cellula si rompe,




Questa intera serie di eventi, dall’infezione di una
cellula fino al rilascio della progenie del fago attra-
verso la cellula lisata, viene chiamata ciclo litico.

Per alcuni fagi virulenti (ma non i fagi T-pari)
i frammenti del DNA dell’ospite possono essere
incorporati nelle teste durante ’assemblaggio della
particella virale, fornendo le basi della trasduzione
dei geni batterici durante il successivo ciclo di in-
fezione. Poiché i geni sono incorporati in modo
casuale sostanzialmente da qualsiasi frammento
di DNA, il trasferimento genico tramite questo
meccanismo viene chiamato trasduzione gene-
ralizzata.

Uno dei batteriofagi temperati di E. coli pre-
feriti dai ricercatori, il batteriofago lambda
(X). 11 ciclo infettivo del batteriofago lambda, un
batteriofago di E. coli molto usato nella ricerca,

@ La particella virale lambda si
lega alla parete della cellula ospite
e il DNA virale lineare entra nel
citoplasma della cellula.

I DNA virale circolarizza. La
cellula puo quindi entrare nel ciclo
litico o nel ciclo lisogenico.
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¢ quello tipico di un batteriofago temperato. Il
fago lambda infetta E. co/i in modo molto simile
ai fagi T-pari ed inietta il suo DNA cromosomico
lineare nel batterio (Figura 8.8, passaggio 1). Una
volta all’interno, il cromosoma lineare circolarizza
e quindi segue una delle due possibili vie di propa-
gazione. Regolatori molecolari sofisticati control-
lano quale dei due cicli verra effettuato in seguito
all'infezione.

Una via ¢ il ciclo litico, che ¢ in tutto simile
al ciclo litico dei fagi virulenti. Il ciclo litico co-
mincia con i passaggi 1 e 2 (infezione) e quindi
procede direttamente al passaggio 7, di qui fino
al 9 (produzione e rilascio di progenie virale) e
quindi ritorna al passaggio 1.

La seconda via, pitt comunemente seguita, & il
ciclo lisogenico. Questo ciclo comincia quando
il cromosoma circolare di lambda si integra nel

B Nelciclo lisogenico,
il DNA virale & integrato
nel cromosoma batterico.

N

B) Un enzima codificato
dal virus rompe la parete
cellulare dell'ospite,
rilasciando le particelle
infettive.

Durante la divisione
cellulare, il DNA batterico
con integrato il DNA
virale viene replicato.

A Ciclo litico

Ciclo lisogenico

B . particelle virali
sono assemblate con il

DNA impacchettato WO 4
all'interno. -
B Dopo la divisione
V. o .
cellulare, ciascuna cellula
Nel ciclo litico, gli enzimi virali @ Ad un certo punto, il DNA figlia porta un DNA virale
frammentano il cromosoma batterico e virale puo essere escisso dal integrato.
I'apparato dell’ospite produce le proteine cromosoma batterico, diventare
virali e le copie lineari di DNA virale. attivo ed entrare nel ciclo litico.
Figura 8.8

Il ciclo infettivo di lambda, un esempio di fago temperato, che puo effettuare il ciclo litico o il ciclo lisogenico.
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DNA della cellula ospite per crossing-over (Figura
8.8, passaggio 3). Il DNA di un fago temperato
tipicamente si inserisce in uno o piu dei possibili
siti specifici nel cromosoma batterico, grazie all’a-
zione di un enzima codificato dal fago che rico-
nosce sequenze definite nel DNA dell’ospite. Nel
caso di lambda, ¢’¢ un solo sito di integrazione nel
cromosoma di E. coi. I geni di lambda, quando
integrato, sono per lo piu inattivi; pertanto, in
questa condizione nessuna componente del fago
viene prodotta. Di conseguenza, il fago non ha
effetto sulla cellula ospite e sui suoi discendenti. Il
genoma del virus, quando inserito nel DNA della
cellula ospite, & chiamato profago. Nello stato in-
tegrato, il DNA virale ¢ replicato e trasmesso nel
corso delle divisioni insieme al DNA della cellula
ospite (passaggi 4 e 5).

In risposta a certi segnali ambientali, come ad
esempio lirraggiamento con UV, il profago lam-
bda diventa attivo ed entra nel ciclo litico. I geni
che erano inattivi nel profago vengono trascritti e
fra le prime proteine virali sintetizzate in risposta
al segnale ambientale ci sono enzimi che escindono
il cromosoma di lambda dal cromosoma dell’ospite
(passaggio 6). L’escissione avviene attraverso un
processo di crossing-over che reverte il passaggio
d’integrazione. Il risultato ¢ un cromosoma di lam-
bda circolare, la cui replicazione da origine a molte

Riepilogo

|

8.1 Trasferimento genico e
ricombinazione genetica nei batteri

e I tempi rapidi di generazione e I'ampia progenie di
virus e batteri rendono possibile seguire gli scambi
genetici e i loro effetti in tempi molto piu rapidi di
quanto si possa fare negli eucarioti. Queste proprieta
permettono di individuare eventi genetici rari. I risul-
tati di questi scambi mostrano che la ricombinazione
puo avvenire all’interno dei limiti di un gene cosi come
tra due geni.

¢ La ricombinazione avviene sia nei batteri che negli eu-
carioti attraverso lo scambio di frammenti tra molecole
di DNA omologhe. Nei batteri, il DNA di un cromo-
soma batterico puo ricombinare con il DNA portato
nella cellula dall’esterno.

copie di cromosoma di lambda in forma lineare.
L’espressione dei geni di questi cromosomi genera
le proteine del rivestimento, che si assemblano col
cromosoma a produrre le particelle virali (passaggi
7 e 8). Questo stadio attivo culmina con la lisi
della cellula ospite, il rilascio delle particelle virali
infettive (passaggio 9) e l'inizio di un nuovo ciclo
(passaggio 1).

A volte Descissione del cromosoma di lam-
bda dal DNA di E. co/i non ¢ precisa e da luogo
all'inclusione di uno o pit geni della cellula ospite.
Questi geni sono replicati con il DNA virale e
impacchettati nei rivestimenti e possono essere
portati in un’altra cellula nel corso di un nuovo ci-
clo di infezione. Chiaramente, solo geni che siano
adiacenti al sito di integrazione del fago tempe-
rato possono essere escissi insieme al DNA virale
e andare incontro a trasduzione. Per tale motivo,
questo meccanismo di trasferimento genico ¢ chia-
mato trasduzione specializzata.

INTERVALILO

Qual ¢ la differenza tra un fago virulento ed uno
temperato?

* "Tre meccanismi primari introducono DNA nelle cel-
lule batteriche dall’esterno: coniugazione, trasforma-
zione e trasduzione.

* Nella coniugazione, che ¢ la base della riproduzione
sessuata dei batteri, due cellule batteriche formano un
ponte citoplasmatico e parte o tutto il DNA di una
cellula trasloca nell’altra attraverso di esso. Il DNA do-
nato puod quindi ricombinare con sequenze omologhe
nel DNA della cellula ricevente (Figure 8.1, 8.2 ¢ 8.4).

* | batteri E. coli che sono capaci di agire come dona-
tori nella coniugazione portano un plasmide F e sono
designati con F*; i batteri riceventi non hanno un pla-
smide F e sono indicatd come F-. Nei ceppi Hfr di E.
coli, il plasmide F & inserito nel cromosoma principale.
Come risultato, i geni del cromosoma batterico sono
spesso trasferiti in cellule F- insieme ad una porzione
del DNA del plasmide F. I ricercatori hanno mappato
i geni sul cromosoma di E. coli osservandone I'ordine
di trasferimento da cellule Hfr a cellule F- nel corso
della coniugazione (Figura 8.4).



e Nella trasformazione, cellule batteriche intatte assu-
mono pezzi di DNA rilasciati da cellule che si sono
disintegrate. I frammenti di DNA entranti possono
ricombinare con il DNA della cellula ricevente.

e Nella trasduzione, il DNA ¢ trasferito da una cellula
all’altra da virus infettanti.

8.2 1 virus e la ricombinazione virale

¢ Quando in forma libera, un virus consiste in un core
di acido nucleico, DNA o RINA, circondato da un ri-
vestimento proteico (Figura 8.6).

e Il ciclo d’infezione di un virus comincia quando la mo-
lecola di acido nucleico virale ¢ introdotta nella cellula
ospite e replicata. Le proteine di rivestimento del virus
sono prodotte e assemblate con il DNA in nuove par-
ticelle virali (Figura 8.7).

® | batteriofagi virulenti uccidono la cellula ospite, gra-
zie alla sintesi di un enzima che rompe la membrana
plasmatica e la parete cellulare, rilasciando le nuove
particelle virali (Figura 8.7).

e | fagi temperati non uccidono sempre la cellula ospite.
Essi possono entrare nel ciclo litico, nel quale il DNA
virale diventa attivo, si escinde dal DNA dell’ospite e
comincia a replicarsi, o nel ciclo lisogenico. Nel ciclo
lisogenico, il DNA del fago ¢ integrato nel DNA della
cellula ospite, dove puod rimanere per molte generazioni.
Ad un certo punto, il virus puo entrare nel ciclo litico
e cominciare a replicarsi. Prodotti i rivestiment virali,
il DNA ¢ assemblato nelle nuove particelle fagiche, che
sono rilasciate alla rottura della cellula (Figura 8.8).

¢ Durante un ciclo d’infezione virale con fagi particolari,
uno o pitt frammenti di DNA della cellula ospite pos-
sono essere incorporati nelle particelle virali. Quando
la cellula infettata si lisa, rilascia le particelle virali con-
tenenti il DNA della cellula ospite. Queste particelle,
che formano la base della trasduzione batterica, possono
infettare una seconda cellula e introdurvi il segmento
di DNA batterico, che a questo punto puo ricombinare
con il DNA dell’ospite.

Domande

Domande di autovalutazione

1. Quando studiano le differenze nei geni dei batteri, i
ricercatori:
a. non crescono i batteri su terreno minimo, perché
il terreno manca di nutrienti essenziali
b. usano un clone batterico, che ¢ un gruppo di
cellule costituito da batteri differenti con diverso
contenuto genetico
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usano batteri diploidi per il loro intero genoma,
perché questi possono crescere su terreno minimo

. possono studiare solamente un tratto genetico in

un evento singolo di ricombinazione

possono misurare il passaggio di geni tra cellule
durante coniugazione, trasduzione e trasforma-
zione

Se & avvenuto crossing-over tra due genomi batterici,
come illustrato nella figura, il risultato sara:

o a0 o

M h v
Batterio #1: --—t t —--

Batterio #2: --—t t —--
m H v

. MHv e mbV
. MHV e mhv

Mbv e mHv

. MHV e mhV
. mhv e MhV

. Nella coniugazione, quando un fattore batterico F &

trasferito:

o a0 o

la cellula donatrice diventa F-

. la cellula ricevente diventa F*

la cellula ricevente diventa F-

. la cellula donatrice diventa una cellula ricevente

il DNA virale si integra nel DNA della ricevente

Quale delle seguenti affermazioni non & corretta per
la coniugazione batterica?

a.

b.

Sia batteri Hfr che batteri F* hanno la capacita di
codificare il pilus sessuale

Dopo che una cellula F- ha coniugato con una
cellula F, il suo plasmide contiene il fattore F
La cellula ricevente dopo la coniugazione in ge-
nere diventa Hfr

. In un incrocio Hfr x F-, il DNA del cromosoma

principale viene trasferito nella cellula ricevente
I geni del fattore F codificano proteine del pilus
sessuale

Quale delle seguenti affermazioni non & corretta per
la trasformazione batterica?

a.

b.

La trasformazione artificiale € usata nelle proce-
dure di clonaggio

Avery fu in grado di trasformare batteri vivi non
infettivi con il DNA di batteri infettivi morti

. La parete cellulare e la membrana plasmatica de-

vono essere attraversate perché la trasformazione
proceda

d. Un virus é richiesto per il processo

. Delettroporazione ¢ una forma di trasforma-

zione artificiale usata per introdurre DNA nelle
cellule
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6. La trasduzione:

a. pud permettere la ricombinazione di DNA ap-
pena introdotto con il DNA della cellula ospite

b. ¢ il movimento di DNA da una cellula batterica
ad un’altra per mezzo di un plasmide

c. puo causare il cambiamento del DNA della cellula
donatrice ma non quello del DNA della ricevente

d. & il movimento di DNA virale ma non di DNA
batterico in un batterio ricevente

e. richiede il contatto fisico tra due batteri

7. 1 virus:

a. hanno un core proteico

b. hanno un rivestimento di acido nucleico

c. che infettano un batterio sono chiamati batterio-
fagi

d. furono probabilmente la prima forma di vita sulla
Terra

e. se temperati, uccidono la cellula ospite

8. Un virus nel suo ciclo lisogenico:
a. lisa la cellula ospite
b. trasduce una cellula batterica
c. assembla particelle virali per la rottura della cel-
lula
d. danneggia la cellula ospite
e. ha il genoma integrato del DNA dell’ospite

Domande per una discussione

1. Ipotizza di mettere in piedi un esperimento come
quello effettuato da Lederberg e Tatum, mischiando
milioni di cellule di E. coli di due ceppi con la se-
guente costituzione genetica:

bio~™ met™ thrt leut
Ceppo 1: - i i i i -

h{o+ mlet+ tﬁ:r_ Ielu_
Ceppo 2: - 1 1 1 T-"

Tra 1 batteri ottenuti dopo il mescolamento, si tro-
vano alcune cellule che non richiedono treonina, leu-
cina o biotina per crescere, ma richiedono ancora
metionina. Come potresti spiegare questo risultato?

2. Come controllo dei loro esperimenti di ricombina-
zione batterica, Lederberg e Tatum piastrarono cel-
lule di tipo parentale, di ceppo 1 e ceppo 2, sulla
superficie di un terreno minimo. Se effettuando que-
sto controllo compaiono alcune colonie sparse, cosa
potresti proporre come spiegazione? Come mettere-
sti alla prova la tua spiegazione?

Analisi sperimentale

Hai una coltura di cellule di E. co/i Hfr che non possono
produrre biotina da sé. Aggiungi a questa coltura alcune
cellule selvatiche di E. coli che sono state uccise al calore
e quindi sottoponi la coltura ad elettroporazione. Dopo
'aggiunta, trovi che alcune cellule possono crescere su ter-
reno minimo. Come puoi stabilire se 'allele delle cellule
selvatiche bio* sia stato inserito nel plasmide o nel DNA
cromosomico delle cellule Hfr?

Un richiamo all’evoluzione

I virus sono derivati evolutivamente da organismi com-
plessi che possono riprodursi o sono resti di una vita
precellulare? Discuti la tua opinione.
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