Come avvengono i cambiamenti genici? Cambiamenti genici

Come avviene il trasferimento di geni tra i microrganismi?

Mutazione Ricombinazione genetica

Variazione ereditabile nella sequenza dei Segmenti genetici (DNA) appartenenti a due
diversi nucleotidi del genoma, derivante, di diversi genomi che, in seguito a riarrangiamento,
solito, da cambiamenti genetici di piccola generano nuove combinazioni di geni.

entita.

| ceppi portatori di
7 cambiamenti genici
S = ~ sono detti MUTANTI

Effetti positivi & effetti neutrali «> effetti negativi

Mutazione e ricombinazione, generando
variabilita genetica, sono alla base dei
processi evolutivi dei microrganismi.

I mutanti differiscono dai
ceppi parentali nel genotipo
\2

i cambiamenti possono
manifestarsi sotto forma di

Procarioti > assenza di riproduzione sessuale fenotipo mutante

.. ceppo
selvatico

Il trasferimento genico orizzontale o
laterale (TGO) é alla base dello scambio di
geni e degli eventi di ricombinazione

Ceppo mutante
(assenza vescicole gassose)

Halobacterium
(Archaea)

Ceppo selvatico
(c. bianche)
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Tipi di mutante

Fenotipo Natura del cambiamento Identificazione del mutante
Auxotrofo Perdita di un enzima nella via biosintetica Incapacita di crescere in un terreno privo del nutriente
Sensibile al freddo Alterazione di una proteina essenziale Incapacita di crescere a una temperatura bassa (per esempio 20 °C),
che viene inattivata a bassa temperatura che normalmente ne permetterebbe la crescita
Resistente a un farmaco Alterazione della permeabilita al farmaco Coltura in un terreno contenente una concentrazione del farmaco
o del suo bersaglio o disattivazione inibente la crescita
del farmaco
Non capsulato Perdita o modifica della capsula esterna Colonie piccole e ruvide invece di grandi e lisce
Non mobile Perdita di flagelli o flagelli non funzionali Colonie compatte invece di piatte e diffuse
Non pigmentato Perdita di un enzima della via biosintetica, Presenza di colore differente o perdita di colore
che porta alla perdita di uno o pit pigmenti
Colonia ruvida Perdita o modifica dei lipopolisaccaridi Colonie granulari e irregolari invece di lisce e lucide
della membrana esterna
Fermentazione Perdita di un enzima nella via degradativa Mancanza di cambiamento di colore su agar contenente zucchero
dello zucchero e un indicatore di pH
Sensibile alla temperatura  Alterazione di una proteina essenziale, Incapacita di crescere a una temperatura che normalmente
per cui e piu sensibile al calore permetterebbe la crescita (per esempio 40 °C) ma in grado di
crescere a una temperatura piu bassa (per esempio a 30 °C)
Resistente ai virus Perdita del recettore per il virus Crescita in presenza di batteriofagi anche se presenti ad alto titolo
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Una mutazione e selezionabile quando il ceppo mutante evidenzia un
certo vantaggio in particolari condizioni ambientali (es. resistenza ad
un farmaco).

Resistenza ad un farmaco

Come procedere all’isolamento di un mutante resistente?



Mutanti per richieste | Auxotrofi Prototrofi

nutrizionali ceppi mutanti caratterizzati da - ceppi selvatici parentali da cui

particolari richieste nutrizionali hanno origine gli auxotrofi

Screening auxotrofi nutrizionali
Tecnica “replica plating”

Crescita di tutte le colonie | mutanti non crescono/ —

Ceppo

N Crescita di tutte | mutanti
auxotrofo Ceppo auxo- le colonie non crescono
o protrofo? — . N
(2=2%) Gon)
Ceppo ; s
prototrofo 8 t

Piastra madre; sz
crescita su terreno /.~ @
completo ] O &

e

o Terreno |/ 53 e ) Loy T 3 Terreno
® /) Premere completo \ "« -0 NS '~° >/ minimo
f la piastra _— — - —

sul velluto

Velluto '[rasferire
sterilizzato I'impronta _
delle colonie
{ su un terreno
Fascetta fresco
plastica

Velluto con
I'impronta di
tutte le colonie

Blocco dilegno —

Per facilitare I'isolamento di mutanti auxotrofi — Tecnica “selezione con penicillina”

| batteri che non erano in crescita

Si esegue la coltura batterica (mutanti) do trasferiti in t .
) ] . i mutanti) quando trasferiti in terreni
in terreno privo di uno || P uesse ) duando traster

con il fattore di crescita e senza

specifico fattore di crescita e || (prototrofi) o o )
. . . antibiotico possono moltiplicarsi.
con aggiunta di penicillina




Mutazioni (spontanee o indotte)

Sostituzione di basi (mutazioni puntiformi)
Scivolamento dello schema di lettura (frameshift)
Inserzione di elementi trasponibili (trasposoni)
Delezione

Inversione

DNA 5'-.--TAC---

L. 5’

Effetto della sostituzione di basi:
MUTAZIONE

la sostituzione di una singola base,
all’interno di un codone, puo generare
3 diversi prodotti proteici.

Replicazione
normale del DNA

DNA
Le mutazioni che inducono la l l l l Trascr|2|one
sostituzione in una coppia di , , /
basi vengono definite AAC UAG UAU 5 UAC mRNA
“mutazioni puntiformi”. Codone per Codone Codone per = Codone per
I’asparagina di stop la tirosina la tirosina
Traduzione
La sostituzione, a seconda
della posizione in cui avviene Proteina Proteina Proteina Proteina Protaiiia
all'interno del codone, put‘) difettosa incompleta normale normale
avere effetti diversi. Mutazione  Mutazione Mutazione Tipo
missenso nonsenso silente selvatico
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Mutazione per scivolamento dello schema di lettura

(frameshift)

Le mutazioni frameshift
possono avere
conseguenze gravi per la

vitalita della cellula? ‘

DNA mRNA Schema
Trascrizione di lettura
" —  GUGCCCUGUU..  +1
CAA... ’
Val Pro Cis
Inserzione
Codoni
\
 CACGGACAA. ™ ..GUGCCUGUU... 0
Val Pro Val
V lDeIezione
T e GUG CUG UU... -1
Val Leu ..
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Ogni inserzione o delezione di una o due coppie di basi causa uno
scivolamento dello schema di lettura (— conseguenze gravi).



Mutazione per inserzioni (sequenze di inserzione) o delezioni

Le INSERZIONI consistono
nell’acquisizione di un tratto di DNA
piu 0 meno esteso (fino a migliaia di
basi o piu geni).

Anche le sequenze di inserzione (700-1400 pb),

elementi trasponibili coinvolti in eventi di
ricombinazione omologa, possono indurre
mutazioni.

Le DELEZIONI consistono nella

perdita di un tratto di DNA (fino a
/ migliaia di basi o piu geni).

Si generano, di solito, in seguito
ad errori intervenuti durante
eventi di ricombinazione

Se il gene deleto é essenziale per la
sopravvivenza batterica, la
mutazione sara letale!

Anche le TRASLOCAZIONI

possono essere causa di | trasposoni, elementi genetici mobili che oltre ai geni per
mutazioni. la trasposizione portano altri geni. Inserendosi all’interno
Le traslocazioni consistono " di un gene ne causano, in genere, la perdita della funzione.
nello spostamento di un tratto Essi possono inserirsi in punti diversi del cromosoma ed
di DNA in un’altra regione. essere causa di mutazioni.

Le INVERSIONI sono dovute ad un cambio
nell’orientamento di un tratto di DNA.




Retromutazione e reversione

Una seconda mutazione puo annullare

I'effetto di una precedente mutazione. ] .
revertenti dello stesso sito

Quando una seconda mutazione nello
stesso sito ripristina la funzionalita

del gene.

Si parla di revertente vero se viene
In seguito a mutazioni ristabilita la sequenza tipo del ceppo
puntiformi, le REVERSIONI selvatico.
consentono di ripristinare il
fenotipo selvatico mutato. revertenti di un secondo sito

Quando una seconda mutazione
(soppressiva) avviene in un sito
diverso del DNA, ma ripristina la
funzionalita del gene (fenotipo
selvatico).

A differenza delle mutazioni puntiformi e delle
inserzioni di grandi frammenti, estese mutazioni per
delezione non sono reversibili!

E molto difficile ripristinare il fenotipo selvatico in seguito a
mutazioni frameshift (mutazioni geneticamente stabili)



Nel corso di un ciclo di replicazione del DNA intervengono errori (mutazioni
spontanee) con una frequenza pari a ~10°:107 per kilobase (~gene).

Un gene con 1000 paia di basi — frequenza di errori 106+107 per generazione
Una coltura batterica 108 cellule/ml — presenza di mutanti per ogni gene

In natura le cellule, per sopravvivere a condizioni
di elevato stress, possono aumentare Ila

frequenza di mutazione di alcuni geni La frequenza di mutazione nei genomi ad RNA &
(MUTAZIONI ADATTATIVE). 1000 volte piu alta rispetto ai genomi a DNA

La frequenza di mutazione spontanea e relativamente bassa rispetto a
qguella indotta da alcuni agenti chimici, fisici e biologici.

Mutageni chimici Analogo Si sostituisce a:
eanaloghi delle basi Analoghi delle basi — — 5
eagenti alchilanti, determinano - SHE

eagenti intercalanti appaiamenti difettosi

. eee N
|
. . . H
Agenti alchilanti
5-Bromouracile Timina

Inducono mutazioni (introduzione di gruppi

e s . . .. L'analogo della T si appaia con la G: AT > A-Bu — Bu-G — CG
metilici) anche in assenza di replicazione del DNA.

HoN
Agenti intercalan_ti Ny . . w» N1 2 N/H
Molecole planari (acridine) che inserendosi nella (I /> k | />
catena di DNA ne alterano la conformazione; HoN"~ \N N \N N
inserendosi tra coppie di basi adiacenti le separano 3 ArinsEunE Acfaring
ed inducono mutazioni frameshift (delezione o Vanalogo dell’A si appaia con la C: AT — Ap-T — Ap-C — GC

inserzione di singole basi).
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Radiazioni

(ionizzanti e non ionizzanti) Spettro elettromagnetico
I l Radiazioni ionizzanti
Le radiazioni UV, letali per le cellule, Raggi X
agiscono a livello del DNA. Lla <g_> Micro-onde
formazione di dimeri di pirimidine Radar
(citosina o timina) induce lo stallo della Raggi cosmici Televisione
polimerasi o aumenta la probabilita che Raggi gamma Radio
la polimerasi inserisca nucleotidi L | | | | | | | |
unghezza = -
sbhagliati in questa posizione. donda  107° 107 10 10° 404" 0% 10° 10° 10
°”“ \
: \
e ,'“X’ Formazione legami k 2,
covalenti tra basi adiacenti N
/ \
DNA ed RNA hanno un massimodi ,”~ AN
assorbimento nello spettro T T T 3
elettromagnetico a 260 nm. 400 600 800 _
Ultravioletto Visibile Infrarosso
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Le radiazioni ionizzanti (raggi X, raggi cosmici e

raggi gamma) possono indurre mutazioni in seguito

alla ionizzazione dell’acqua o di altre sostanze. Il piu

noto tra i prodotti della ionizzazione e il radicale

idrossile (OH:). | radicali liberi inducono rotture nel # Le radiazioni ionizzanti, a differenza degli UV,
DNA (frammentazione). hanno un piu alto potere di penetrazione



Un errore corretto prima della divisione * Reversione diretta

cellulare non causa mutazione! e Riparazione del singolo filamento
e Riparazione del doppio filamento

Sistema SOS  Alcune mutazioni possono derivare dal tentativo di riparare danni al DNA (nucleotidi
(DNA polimerasi error-prone) danneggiati e non riparati) derivanti da precedenti mutazioni.
In alcuni casi, importanti lesioni al DNA stampo possono portare allo stallo della replicazione del
DNA (blocco forcelle di replicazione) — effetti letali.
Gravi danni al DNA attivano il SISTEMA DI RIPARAZIONE SOS, basato sull’intervento di DNA
polimerasi specializzate che superano la regione o i nucleotidi danneggiati aggiungendo
nucleotidi (a caso) anche in assenza delle istruzioni dello stampo (sintesi translesione).

\ L'aggiunta di nucleotidi (a caso) in mancanza di uno stampo integro & causa di errori (mutazioni).
orote - Il sistema SOS rappresenta un esempio di
R[::i'"a Il danno al DNA RecA inattiva ° LexA regulone (gruppo di geni che, anche se non
attiva RecA la proteina LexA degradata eias .. .
co-trascritti, sono regolati in maniera
coordinata).
E’ regolato dalle proteine RecA e LexA
attiva LexA reprime Proteine UvrA
Riparazione del DNA
Protaina IR GHAT ) e |senza et
- recA LexA .
reprime il sistema SOS O umuCD == | Proteine UmucCD
Riparazione del DNA
- - - lexA con errori
Repressione parziale | I | < 7
Operatore  Gene
lex strutturale fexA

Proteine UmuCD fanno
) parte della polimerasi V
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Figura 10.7 Meccanismo della risposta SOS. Il danno al DNA attiva la proteina RecA, che, a sua volta, attiva
I'attivita proteasica di LexA, causando un taglio autoproteolitico. La proteina LexA di norma reprime I'attivita

del gene recA e i geni uvrA e umuCD (le proteine UmuCD sono parte della DNA polimerasi V) coinvolti

nella riparazione del DNA. Si noti, perd, che la repressione non & completa. Una piccola quantita di proteina
RecA & prodotta anche in presenza di LexA; I'inattivazione di LexA causa I'attivazione di questi geni.



e Reversione diretta
e Riparazione del singolo filamento
e Riparazione del doppio filamento

Sistema giunzione imprecisa delle rotture a doppio filamento
(MMEJ, microhomology-mediated end-joining)

In caso di rotture a doppio filamento, non corrette dai normali sistemi di riparazione,
interviene il sistema della giunzione delle estremita mediato da micro-omologia.

Enzimi specifici effettuano tagli (resezioni) ad entrambi i lati della rottura del DNA.
La resezione genera piccoli tratti a singolo filamento di DNA complementare ai lati della
rottura che consentono la giunzione delle estremita.

\

Il meccanismo della giunzione delle estremita mediato da micro-omologia genera
delezioni di decine/centinaia di basi.



Una frequenza di mutazione relativamente bassa non & un evento

negativo in quanto contribuisce all’evoluzione dei microrganismi
equilibrio

stabilita genetica <> miglioramento evolutivo

VALUTAZIONE DELLA MUTAGENESI E DEL POTENZIALE CANCEROGENO
di prodotti chimici — Test di Ames

Basato sulla valutazione della frequenza di retromutazione in
ceppi auxotrofi (mutazione puntiforme) per alcuni nutrienti, in
seguito all’esposizione alla sospetta sostanza mutagena.

Ceppi
eSalmonella enterica (His’)
oE. coli (Trp’)

acqua
Sostanza test
&
o
=
Colonie ceppi revertenti spontanei Aumentata frequenza di retromutanti
(controllo negativo) intorno alla sostanza testata
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VARIABILITA’ GENETICA

TRASFERIMENTO GENICO ORIZZONTALE (TGO)

scambio genetico nei procarioti

Trasferimento di

Plasmid is copled
and transterred

fo recipient cell Plasmid provides

recipient cell with
antibiotic resistance.

discendenti dirette.

The chromosomes and plasmid are
replicated during cell deision and both
affspring cells get complete copies.

*TRASFORMAZIONE
*TRASDUZIONE
» generalizzata

» specializzata
*CONIUGAZIONE

» trasferimento plasmidi
» mobilizzazione cromosoma (ceppi HFR)

Destino del DNA trasferito

* Degradazione da parte degli enzimi di restrizione della cellula
ricevente;

* Replicazione autonoma nella cellula ricevente se il DNA
possiede un’origine della replicazione (plasmidi, DNA fagico);

* Ricombinazione con il cromosoma della cellula ricevente.

geni
tra cellule che non sono

Lisi della cellula
donatrice;
rilascio del DNA

Trasfom'lazione/

Infezione virale;
frammentazione
del cromosoma

\ Trasduzione

contengono
il DNA del
donatore

che

J

7

o

Cellula donatrice
contenente il plasmide

trasferimento
del plasmide

. . Cellule < :
Coniugazione: |-sventi CoOniugazione:

Cellula donatrice
con il plasmide integrato

trasferimento
del cromosoma

<




Trasformazione ( )

P

\

N -

Plasmidi

Coniugazione

Parziale trasferimento
del genoma attraverso
I’assorbimento di DNA

Coniugazione

-_—) O am) T laas

Trasferimento del plasmide _
durante la coniugazione Virus

7 \

Trasduzione ( )

Trasferimento come parte
del genoma virale

A. J. Griffiths et al., GENETICA, 7/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2012

Parziale trasferimento
del genoma durante
la coniugazione
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Plamid

ene goes
to plasmid
or to

chromosom

dead
bacterium

Trasferimento tra cellule di geni
per la resistenza agli antibiotici

A. J. Griffiths et al., GENETICA, 7/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2012
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RICOMBINAZIONE GENICA (meccanismo generale)

DNA
donatore

La ricombinazione genica consiste in uno scambio

fisico di tratti di sequenze omologhe tra DNA di
origini diverse (ricombinazione omologa).

Una endonucleasi
taglia il DNA

" Separazione del filamento
Taglio tagliato mediante proteine
ad attivita elicasica

Legame della

In seguito ad eventi di rottura e saldatura di
segmenti di DNA appaiati avviene lo scambio
tra sequenze omologhe (CROSSING-OVER).

In tutti i procarioti e molti Eukarya, negli
eventi di ricombinazione omologa e
fondamentale il ruolo di RecA o proteine

o
Proieina S5B proteina 55B

509°°

I DNA
= ricevente

Invasione dell’elica

Proteina
RecA

-

molto simili.
Sviluppo dello
scambio incrociato
tra le eliche
ﬁ ‘ Regione eterodulpice
" Giunzioni di Holliday
A B 5
; = Risoluzione | Risoluzione
Y b nei siti resolvasi nei siti ¥
cut vertically
x —
:n—-..-.—_-— | |
/& B ] ]
s s |
Toppe tipi di ricombinanti Giunzicni



Nei procarioti, affinché la ricombinazione omologa possa avvenire,
un frammento di DNA omologo deve essere trasferito dal
cromosoma della cellula donatrice alla cellula ricevente attraverso
» trasformazione

» trasduzione

» coniugazione

Identificazione dei ricombinanti
dopo un eventuale meccanismo di ricombinazione

Esempio di come evidenziare un ricombinante

DNA da
cellule Trp*

p

%o
s ’
o
nx Terreno
Cellule riceventi deficienti = ,* con agar privo
U _ di triptofano
per un carattere Cellule Trp
*Esigenza nutrizionale Nessuna
eSensibilita ad un antibiotico crescita

M.T. Madigan, J.M. Martinko

Un frammento di DNA (Trp*) libero
penetra all’interno della cellula
ricevente (Trp’), la quale opera uno
scambio genetico con il suo DNA.

o o, Terreno

@ con agar privo

Cellule Trp di triptofano

I ricombinanti
formano colonie

Brock, Biologia dei Microrganismi Copyright © 2007 Casa Editrice Ambrosiana



Processi che possono portare a scambio genico nei

procarioti (ricombinazione). / \
(i DonatoreO i)

Lisi della cellula
donatrice;
rilascio del DNA

trasformazione

Subito dopo la lisi batterica, il
cromosoma si frammenta in pezzi
di ~10 Kbp DNA

del donatore

\ Trasformazione /




There are two strains of Streptococcus paeumonise.

TRASFORMAZIONE Esperimento di Griffith

Pneumococco (Steptococcus pneumoniae)
eCellule (S) con capsula (colonie lisce) — patogene
eCellule (R) senza capsula (colonie rugose) — non patogene

/Cellule  vitali  rugose  di
pneumococco, non capsulate (R),
in seguito al contatto con

Cellule lisce di pneumococco

Cellule vitali rugose di
capsulate (S), trattate al calore,

pneumococco, hon frammenti di DNA di cellule lisce
non causano la morte del topo
P capsulate (R), non (S) trattate al calore, causano la
causano la morte del topo \_morte del topo Y,

S =

Cellule S uccise Cellule S vitali Cellule R vitali Cellule R vitali + cellule
con il calore S uccise con il calore

|

Cellule lisce di pneumococco

capsulate (S), non trattate al
calore, causano la morte del
topo

Dal topo morto vengono
isolate cellule vitali di
penumococco capsulate!
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Cromosoma
i DMA trasformante

TRASFORMAZIONE batterico della oollila donatrice

Gram positivo
Proteina di l=game

al DMA

Proteina specifica
della competernza che lega
il DMA a singolo filamento

Non tutti i procarioti sono trasformabili. Una cellula in
grado di legare una molecola di DNA viene definita

competente.

Cellula ncevente

La competenza é una proprieta definita geneticamente. “ Legame i

La competenza in alcuni batteri & legata alla sintesi di del DA Nuf_lm

piccoli peptidi (quorum sensing), il cui accumulo rende /..‘x%
competenti le cellule per un tempo limitato. N Nucleotidi liberi

Nella trasformazione intervengono diverse proteine
* Proteine associate alle membrane che legano il DNA,

Proteina Rech

e Autolisine (digeriscono parte della parete cellulare), (b) Uptake di DNA
* Nucleasi (digeriscono un filamento di DNA). a singolo filamento
#]
o
o
ic) Ricombinazione omologa
mediata dalla proteina Reca

In generale, gli eventi di trasformazione
batterica aumentano la diversita e la fitness
(capacita di sopravvivenza o di replicazione)

della comunita microbica. Cellula ricevente

trasformata

Transfezione - | batteri possono andare incontro a fenomeni (g
di trasformazione anche con DNA proveniente da virus batterici (batteriofagi).



TRASDUZIONE  trasferimento del DNA da una cellula all’altra mediante un batteriofago.

e TRASDUZIONE GENERALIZZATA Replicazione del

(fagi temperati o virulenti) DNA del fago DNA dell'ospite  pNA fagico
e TRASDUZIONE SPECIALIZZATA .L e

(fagi temperati)

Accidentalmente, durante |Ia
fase di impacchettamento del
genoma del virus, nel capside
viene introdotto un frammento
di DNA dell’ospite.

Fago

Ciclo litico

Un qualunque frammento di
DNA (gene) della cellula
ospite puo essere introdotto
nel capside al posto dei geni
virali, ed essere trasferito
poi ad una cellula ricevente.
Trasferimento a bassa

Fago \? [ Particella trasducente P |
normale ﬁ/ (contiene DNA dell’ospite) Trequenza:

Cellula
batterica

La particella trasducente non |
da origine al ciclo litico in
quanto difettiva dei geni virali

Non tutti i fagi possono
trasdurre e non tutti i batteri
Ricombinazione Cellula sono trasducibili!

omologa trasdotta
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Virus
Ciclo litico Collua

non infettata Q

at

Adsorbimento b+

Lisi della del fago
cellula sulla cellula
ospite

ospite
Batterio donatore

Fagi che portano

Ay

é Trasduzione generalizzata  genidel donatore

LV
Assemblaggio

dei fagi Ciclo litico
all'interno

della cellula

ospite

Ingresso
dell'acido
nucleico a+
del fago
_ Acido ¢

" nucleico
o < del fago

a- at

Batterio ricevente

/ a'n )
Batterio trasdotto I

v g e epean .
e Biche Fase che porta variabilita genetica

-

Cromosoma 8 @/

dell'ospite proteine fagiche e
viene replicato il

—
degradato ~——J!_4,.I materiale genetico,
- poi viens
degradato
il cromosoma
dellospite
5|22

A. J. Griffiths et al., GENETICA, 7/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2012



Ciclo litico

Fago DNA del fago

BN Eventi itici o
1 normali DNA dell’ospite

—
donatrice ‘Q)

Fago —, \
normale

. Cellula ricevente Particella
Trasduzione infettata da una Ricombinazione Cellula ricevente 1m5d!-'°9n_te
particella trasducente omologa trasdotta (contiene il DNA
della cellula
donatrice)

= CO—CO-CO-CD
ricevente

Figura 10.14 Trasduzione generalizzata. Si noti che i virioni “normali” contengono i geni fagici,
mentre le particelle trasducenti contengono i geni dell’ospite.



TRASDUZIONE SPECIALIZZATA
(virus temperati: fago lambda, ...) segmento di DNA da un batterio all’altro

E. coli infettata dal fago A

3

Il virione
di lambda

Parete

cellulare/
a

.. JDNA Estremita
" lineare nel  coesive—__
. vione .~ (cos) i DNA
: ! — circolarizzato

nel citoplasma

A

Nel ciclo lisogenico, il
DNA virale si replica
contemporaneamente

al cromosoma in cui si e
integrato.

In seguito ad induzione, il
DNA fagico si stacca dal
cromosoma ospite con un

meccanismo inverso
\all’integrazione. )

M.T. Madigan, J.M. Martinko

Trasferimento, a frequenza piu alta, di un particolare

Geni del Cellula
g::aﬁos'o lisogenica rende immuni le cellule all’infezione di

Evento normale:

Il DNA fagico si integra nel cromosoma
batterico in un sito specifico. La lisogenia
un virus dello stesso tipo.

l DNA fagico

o MNG La lisogenia, con profagi ricombinati,
Evento raro: pu(‘) apportare cambiamenti

( Q ) fenotipici nella cellula batterica. La

comparsa di un nuovo fenotipo nella

1. Il DNA fagico
circolarizza e
si stacca dal
DNA dell’ospite

cellula ospite, in seguito a lisogenia,
1. Una porzione N - . .
ldel DNA delrospite € definito conversione fagica

viene incluso nel

DNA fagico

- In seguito ad errati eventi dl\
( C ) escissione, geni, adiacenti a
oy

uno dei due lati del cromosoma

2.1 DNA 2.1 DNA fagico integrato, vengono
S fe'i?féa l o fé;?iga inseriti nel DNA virale, mentre
parte dei geni virali restano
6088089 60000809 legati al cromosoma della
000 000 0 Qellula ospite. /
l 3. La sintesi l 3. La sintesi
del fago & del fago &
completa completa

La quantita di DNA batterico che puo
essere trasdotta e limitata!

4. La cellula @ @ 4 Lacevaisa
lisa e rilascia @ erilascia il fago
il fago difettivo capace

normale

B @ divesturegen —
del galattosio

Brock, Biologia dei Microrganismi Copyright © 2007 Casa Editrice Ambrosiana



Trasduzione specializzata

Genetics: A Conceptual Approach, Third Edition
© 2009 W.H.Freeman and Company

The phage chromosome 1
integrates into the bacterial
chromosome through a
single crossover at the att sit
homologous att sites. Bacterial i
chromosome ‘
-—-
= 4 3 —
(A sr=a (@ 1 b
A normal excision
through a similar 1 2 gal*
crossover... »
r\ 3 An errorin
_ gal* )8 | \ excision...
1 (te) - )
...produces a phage
produces a normal 1 gal + chromosome that
;7 ) || Carries the bacterial | | ambda gal* difettivo
phegeshromosome. (rdga gal *, called lambda f daal
S WA | | gal defective (\dgal). ga
® The gal * allele on the
The Adgal chromosome gal+ phage may recombine
may integrate into a with the gal '. allele
bacterial chromosome on the bacterial
already containing a copy I chromosome,...
of the A prophage,... o
< gal ...producing a stable
{?) (i) % transductant witha
nstable Stable gal * allele.
transductant transductant/l
P e Ty M A e N + .
¥ ¥ o Cellula batterica gal*
...producing an Adgal A prophage )
unstable transductant. (trasduttante stabile)
Figure 8-29



Lambda phage DNA -~

1. Lambda phage integrase
protein mediates integration
of lambda DNA into host
chromosome at attB.

DNA attachment
sequence in phage

integrase

E. coli chromosome

DNA attachment
gal* attl  sequence in bacterium attR bio*
int cos Tail :
Hybrid att ,. Nryorida

site, left site, right

2. Accidental recombination (by host
enzymes) between sequences of
phage DNA and host chromosome
results in aberrant excision.

3. The result is a specialized
transducing DNA molecule containing

phage and chromosomal DNA.
>y

4. Linearization and capsid packing of
chimeric phage DNA begins at cos site.

E. coli chromosome

I(;Io|st ccl;rfomos/ome Phag_e tail genes 5. After transduction into a new cell, chimeric
©/eled IoFga Iomamn on phage DNA integrates into another attB site.
_gene. ¥ \chromosome. P

gal® att int cos gal® att bio*




PLASMIDI Molecole di DNA a doppia elica

Elementi extracromosomali che si
replicano autonomamente La cellula puo contenere diversi tipi di plasmidi, purché non siano

geneticamente correlati (incompatibili)

Possono essere
presenti in piu copie

Non hanno forma
extracellulare

Nel citoplasma, esistono
come molecole di DNA,
solitamente circolari, libere.

Alcuni plasmidi sono
in grado di integrarsi
nel cromosoma e di
replicarsi con esso
Si presentano in (episomi).
configurazione superavvolta
ed hanno dimensioni <5%

del cromosoma

Molti dei plasmidi dei
G+ si replicano con un
meccanismo detto “a

cerchio rotante”

Huntingtoﬁ Potter aﬁd David Dressler

M.T. Madigan, J.M. Martinko Brock, Biologia dei Microrganismi  Copyright © 2007 Casa Editrice Ambrosiana



I plasmidi non portano geni essenziali per la sopravvivenza
della cellula batterica in condizioni normali.

Caratteristiche osservabili (fenotipi)
correlate alla presenza di plasmidi

Tab. 10.3 Alcuni fenotipi conferiti dai plasmidi nei procarioti

Classe di fenotipo“

Organismo”

Produzione di antibiotico
Coniugazione

Funzioni fisiologiche

Degradazione dell’ottano, canfora, naftalina

Degradazione di erbicidi

Formazione di acetone e butanolo (» vol. 2A, cap. 16.20)

Utilizzazione di lattosio, saccarosio o urea, fissazione
dell’azoto (3 vol. 2A, cap. 20.22)

Nodulazione e fissazione simbiotica dell’azoto

Produzione di pigmenti

Resistenza

Resistenza agli antibiotici (» cap. 14.12)

Resistenza a cadmio, cobalto, mercurio, nichel
e/ o zinco (» vol. 2A, cap. 20.16)

Resistenza (e produzione) di batteriocine

Virulenza

Invasione della cellula ospite

Coagulasi, emolisina, enterotossina (» vol. 2B, cap. 25.9 e 25.11)
Enterotossina, antigene K (3 vol. 2A, cap. 16.11 e vol. 2B, cap. 25.11)
Tumorigenicita nelle piante (3 vol. 2A, cap. 20.21)

“ Sono indicati solo alcuni dei molti fenotipi associati ai plasmidi.

Streptomyces

Escherichia coli, Pseudomonas, Rhizobium, Staphylococcus, Streptococcus,
Sulfolobus, Vibrio

Pseudomonas
Alcaligenes
Clostridium

Batteri enterici
Rhizobium
Erwinia, Staphylococcus

Campylobacter, batteri enterici, Neisseria, Staphylococcus

Acidocella, Alcaligenes, Listeria, Pseudomonas, Staphylococcus
Bacillus, batteri enterici, Lactococcus, Propionibacterium

Salmonella, Shigella, Yersinia
Staphylococcus

Escherichia

Agrobacterium

¥ Sono forniti solo alcuni esempi ben caratterizzati. Tutti gli organismi inseriti nella lista sono Batteri eccetto per Sulfolobus, che @ un membro degli Archea.

M.T. Madigan, J.M. Martinko

Brock, Biologia dei Microrganismi

Copyright © 2007 Casa Editrice Ambrosiana



Plasmide F (F - fertilita)
E. coli — 99159 paia di basi

Le regioni IS e Tn rappresentano
\ le sequenze trasponibili, che
he

fa

a regione tra contiene geni ¢ ricombinando con tratti del DNA
intervengono nel trasferimento del cromosomico batterico,
plasmide da una cellula all’altra consentono la formazione di
(coniugazione), nella replicazione, etc. 1S3 Ceppi Hfr.

I‘)uran.te la coniugazione, I:‘:\ regione tra / Th1000
Ql’ultlma ad essere trasferita. I

\/_/ 99.2 kbp/0 kb
Regione
, $_is2
E. coli

Yo
1

—75kbp ~ Plasmide F 25 kpp—

La Sequenza oriT contiene ,

' . . L] ;.“/ ;‘/V"

Porigine del trasferimento 7 4 ( Geni che regolano

durante la coniugazione. oriT 4 | lareplicazioneela

~, 50kbp g segregazione del
™™ plasmide

M.T. Madigan, J.M. Martinko Brock, Biologia dei Microrganismi Copyright © 2007 Casa Editrice Ambrosiana



Cromosoma
batterico

Plasmide

Ricevente F-

Molti dei plasmidi dei
G+ si replicano con un
meccanismo detto “a
cerchio rotante”




Trasferimento dei plasmidi

I trasferimenti dei plasmidi avvengono
frequentemente per coniugazione, in seguito a
processi replicativi.

I plasmidi che sono in grado di trasferirsi da una
cellula all’altra sono detti coniugativi.

La coniugazione coinvolge una cellula
donatrice (contenente un plasmide

coniugativo) ed una cellula ricevente. Cromosoma

Plasmide |

Cellula ricevente

D O
O™ \\O:,_y )

In rari casi, in seguito alla lisi di una
cellula batterica, plasmidi liberati
nell’'ambiente possono essere acquisiti
da un nuovo ospite.

'/ ,/'.v.

Cellula donatrice

I plasmidi possono essere scambiati anche tra
specie batteriche molto diverse (tra G+ e G-,
batteri e cellule vegetali, batteri e funghi).

M.T. Madigan, J.M. Martinko Brock, Biologia dei Microrganismi  Copyright © 2007 Casa Editrice Ambrosiana



I geni che dirigono il processo

di coniugazione sono localizzati La coniugazione comporta il contatto cellula-cellula.
sul plasmide.

Alcuni geni della regione tra del
plasmide (F o coniugativo)
codificano la sintesi del pilo
sessuale (pilo F).

1S3
/ Tn1000
| —, /
. 99.2 kbp/0 kb
Regione \
tra 183

‘/|82

—75kop  Plasmide F 25 kbp

C. Brinton

M.T. Madigan, J.M. Martinko Brock, Biologia dei Microrganismi  Copyright © 2007 Casa Editrice
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Il pilo riconosce dei recettori presenti sulla superficie della cellula ricevente.
Dopo il legame, il pilo ritraendosi (depolimerizzazione) permette il contatto
tra proteine delle membrane del donatore e del ricevente consentendo,
infine, il trasferimento del DNA.

Se il plasmide si & precedentemente integrato nel cromosoma batterico
(EPISOMA), nel corso della coniugazione possono essere mobilizzati (trasferiti)
geni che fanno parte del cromosoma.




Processo di coniugazione Nel momento in cui avviene il e Elica ritenuta
g?t’:r?csgma f‘:"asm‘de contatto tra le cellule ha inizio il
processo di coniugazione.
"""""" DNA polimerasi
Cellula F* Iipilosiritrae Cellula F~ ol DA (o e
(donatore l (ricevente) Innesco — !

Coppia di cellule stabilizzata.
Il plasmide F & tagliato su un'elica

Trasferimento di un'elica di DNA di F da
una cellula F* a una F~. Il plasmide F si
replica simultaneamente nelle cellule F*

Nella cellula ricevente comincia
la sintesi dell’elica complementare

Le cellule si separano

Compimento del trasferimento del DNA e sintesi.

Proteine di membrana
codificate dal plasmide

Proteina specifica
della membrana
esterna del ricevente

Pareti
cellulari

p—

T Eica trasferita

DNA polimerasi
Uno dei filamenti del DNA Innesco
plasmidico circolare, tagliato da

. e e e . Ricevente

una nucleasi, inizia il
trasferimento verso la cellula
ricevente.

Appena iniziato il trasferimento del filamento spezzato (5’), la
cellula donatrice avvia la sintesi continua di DNA, mediante il
meccanismo _del cerchio rotante, per sostituire il filamento in
fase di trasferimento.

Contemporaneamente nella cellula ricevente viene
sintetizzato (sintesi discontinua) un filamento
complementare al filamento in trasferimento.

Cellula F* Cellula F*

Alla fine del processo di coniugazione entrambe le
cellule avranno una copia del plasmide.

Significato ecologico
Poche cellule portatrici di plasmidi, che conferiscono vantaggio

selettivo in particolari condizioni, possono convertire in

brevissimo tempo un’intera popolazione di riceventi.




DI m——

Incisione
(Nickase o strand-transferase)

Sintesi DNA
Spiazzamento del filamento

Rilassasi (Tral)
OO0
b2) 3?/ OH /’3'
5)

Nel processo di coniugazione sono
coinvolte numerose proteine.

Le elicasi srotolano la doppia elica del DNA.

i

Membrana cellulare
DNA elicasi
Tral (rilassasi)

a)

TraC {primasi)
RNA primer

Sintesi discontinua
di DNA attraverso la
polimerasi dell’ospite

Replicazione del DNA a cerchio
rotante attraverso la polimerasi
dell'ospite

b)

Donatore . Ricevente Sito di taglio
rigenerato

o
o

Le DNA girasi eliminano i superavvolgimenti positivi indotti dall’attivita dell’elicasi a monte della forca replicativa.

La proteina Tral (rilassasi) effettua un taglio in uno dei filamenti del plasmide nel sito nic di oriT ed avvia il trasferimento.

La DNA polimerasi lll, nella cellula donatrice, presiede all’allungamento (continuo) del nuovo filamento di DNA in direzione
5’—3’, utilizzando come stampo il filamento 3'>5’.
Sul filamento 5’—3’, nella cellula ricevente, la replicazione procede dopo I'aggiunta di inneschi di RNA da parte della primasi

(TraC).

Alla primasi succede la polimerasi Ill che procede con I’'allungamento della catena (discontinuo).

G. Deho, E. Galli Biologia dei Microrganismi Copyright 2012 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana



Formazione di ceppi HFR e
mobilizzazione del cromosoma

La coniugazione consente il trasferimento di geni
dal cromosoma di una cellula batterica all’altra.

Il plasmide F, in corrispondenza di particolari sequenze, puo

. . . . LUintegrazione del lasmide nel
integrarsi nel cromosoma dell’ospite (cointegrato). & P

EPISOMA cromosoma avviene in
corrispondenza di siti specifici definiti

- IS (sequenze di inserzione), sequenze

el omologhe tra cromosoma e plasmide

{ rep F.

——Plasmide F

tra
Quando il plasmide si integra nel cromosoma, il 1S3
cromosoma stesso pud essere trasferito in una _ -
cellula ricevente (mobilizzazione del cromosoma). ‘' | Ricombinazione
V/
/\
pro / o\ lac
——Cromosoma
IS3
Le cellule che hanno wun pro IS3 rep oriT tra 1S3 lac
plasmide integrato nel I
im— | | =

cromosoma vengono definite
CELLULE HFR!

M.T. Madigan, J.M. Martinko Brock, Biologia dei Microrganismi Copyright © 2007 Casa Editrice Ambrosiana



F+

Hfr

Fattore F
integrato

Cellule HFR possono, solo
potenzialmente, trasferire Ilintero
cromosoma in una cellula ricevente.

Trasferimento

di una copia

Successivi eventi di _ricombinazione, tra
tratti omologhi del cromosoma della
cellula donatrice ed il cromosoma della
cellula ricevente, possono produrre
trasferimenti orizzontali di materiale
genetico, generando nuovi genotipi con
eventuale espressione di nuovi fenotipi.

del DNA
at a singolo
filamento
Esogenote ct _br at Frammento
trasferito
Endogenote convertito

in doppia elica

Perso

Un doppio
crossing-over
inserisce il DNA
del donatore




Il plasmide integrato, pur dipendendo per la sua replicazione dal
cromosoma, continua ad essere in grado di dirigere la sintesi del pilus.

Quando la cellula donatrice stabilisce un contatto
con la cellula ricevente, il plasmide avvia
trasferimento del DNA partendo dalla regione oriT.

Appena terminato il passaggio di parte del
plasmide (oriT, rep, 1S3, ..) comincia, senza
interruzione, il trasferimento del DNA

cromosomico (pro, leu, ...).
Il trasferimento terminerebbe, infine, con un
tratto del plasmide che comprende la regione tra.

M.T. Madi?an, J.M. Martinko

Trasferimento a un ricevente F~

oriT.
rep
IS3
pro tra
thr , Plasmide F IS3

& inserito — @ jac

w I

Cromosoma— I\ I
"'-\\:;‘,\\ , ‘ ‘,". gal

trp
his

Brock, Biologia dei Microrganismi Copyright & 2007 Casa Editrice Ambrosiana

Tuttavia, durante questo processo, solitamente avviene una
rottura nel filamento di DNA, prima che il trasferimento
dell’intero cromosoma nella cellula ricevente sia completato.

Eventi di ricombinazione possono avvenire solo tra tratti del cromosoma del donatore,
che sono penetrati nel ricevente, e regioni omologhe del cromosoma del ricevente!




Di solito, i ceppi Hfr non convertono le cellule F in F*

™

raramente lintero plasmide integrato viene
trasportato all’interno della cellula ospite.

Per alta frequenza di ricombinazione si intende la
ricombinazione tra cromosoma del donatore e
cromosoma del ricevente.

Dall’unione di ceppi Hfr* con cellule F derivano
cellule Hfr e cellule F- con un nuovo genotipo (o
fenotipo).

Formazione di differenti ceppi Hfr in funzione del
sito di integrazione del plasmide nel cromosoma.

|

Hir 1 ,CDE NLEAE If gene C é trasferito per primo;

trasferimento in senso orario

,LK‘J BAZYX ONM gene L & trasferito per primo,
trasferimento in senso antiorario

trasferimento in senso orario
GFE BAZYX JIH

Hfr 2
Hfr 3 :XYEAE uw gene X & trasferito per primo;
Hfr 4

Il gene G & trasferito per primo;
trasferimento in senso antiorario

M. T. Madigan, J.M. Martinko Brock, Biclogia dei Microrganismi Copyright @ 2007 Casa Editrice Ambrosiana



Il plasmide integrato puo separarsi dal
cromosoma.

Durante [I'escissione, per errore, geni
cromosomici possono restare legati al
plasmide liberato.

Il plasmide contenente geni cromosomici viene
detto plasmide F'.

Processo noto come F-DUZIONE.

| geni cromosomici entrano a far parte del
plasmide stabilmente e vengono trasferiti alla
cellula ricevente.

Tale fenomeno €& molto simile al
trasferimento mediato dai virus
(trasduzione).

Bactenium with F element Synapsis and breakage at
point of contact

F elementis integrated into  F element excised contains
the bacterial genome. a bacterial gene but a part

of its own DNA is left behind
within the main genophore of
the cell.

The F’ element containing

a segment homologous to the
main genophore of the cell
may participate in reciprocal
recombination.

Another cell

the sexduc

(2008) Sexduction (F-duction). In: Encyclopedia of Genetics, Genomics,
Proteomics and Informatics. Springer, Dordrecht.
https://doi.org/10.1007/978-1-4020-6754-9_15485

Nella cellula ricevente, il plasmide F’ determina la coesistenza di 2
copie di uno o piu geni, generando dei diploidi parziali (merodiploidi).




Trasposoni e sequenze di inserzione

/Elementi trasponibili

*  Contribuiscono alla variabilita genetica.

* Tratti di DNA che possono spostarsi da un punto all’altro della stessa molecola o di molecole diverse.

* Non hanno origine di replicazione autonoma.
* Esistono solo come molecole integrate nei cromosomi, nei plasmidi, nei genomi virali.

Sequenze d’inserzione (IS) — contengono solo I'informazione genetica per la propria trasposizione.
\Trasposoni (Tn) > oltre ai geni per la trasposizione portano altri geni (es. resistenza antibiotici). /

\

Le sequenze d’inserzione (IS) sono gli
elementi trasponibili piu semplici

Mediante un processo di trasposizione i geni possono
spostarsi all’interno del cromosoma. Anche la trasposizione

contribuisce all’evoluzione microbica

/ Sequenza bersaglio

IABCD

Inserzione di un elemento trasponibile:
IR | IR | Per la trasposizione sono necessarie le
IR | G | ripetizioni invertite presenti alle estremita
Elemento Elemento dell’elemento trasponibile e ’enzima trasposasi
trasponibile  trasponibile
inserito
AB C DI:R AABCD
I'inserzione genera la duplicazione della

L Sequenza bersaglio dupIicataJ

sequenza bersaglio sul cromosoma

M.T. Madigan, J.M. Martinko Brock, Biologia dei Microrganismi Copyright © 2007 Casa Editrice Ambrosiana
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