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Typical arrangement for genes
that are not grouped into an
operon on a bacterial
chromosome. Note that each
gene has its own promoter.

Bacterial chromosome

I OPERONE

unita che coordina e regola la trascrizione nei batteri

Un operone comprende:

un set di geni strettamente correlati che sono regolati da un
singolo operatore e trascritti insieme

I OPERONE

Gene A Gene B

Gene C

1
promoter

Gene E

Arrangement for genes

that ARE grouped into an
operon on a bacterial
chromosome. Note that there
is a single promoter centrolling
the transcription of all 5 genes.

Also note the presence of a region
called the “operator”.
Bacterial chromosome
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| REGULONS J

Regulons, as groups of transcriptionally co-regulated operons, are
the basic units of cellular response systems in bacterial

A bacterial regulon is a group of operons/genes that are
transcriptionally co-regulated by the same regulatory machinery,
consisting of trans regulators (transcription factors or simply TFs)
and cis regulatory binding elements in the promoters of the operons
they regulate.

“activator binding site”

gene j
regolatore

_-_g& genel | gene2 | gene3 |
TF /

(a) An operon

P O z ¥ A
[ il 1l |

(b) A regulon
P
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REGULONS J

Since the term regulon was first proposed in 1964, 173
regulons have been fully or partially identified in E. coli K12
and numerous more in other bacteria e.g. B. subtilis.

Regulons can be categorized into two classes:

LOCAL: consisting of only a few component operons
GLOBAL: having a relatively large number of operons

REGULATED GENES AND CO-REGULATORS OF CRP

CRP: cAMP receptor protein
o CAP: catabolite gene activator protein

Fuch, GutM, GutR ArcA,CspA, CytR,DeuR,

x:l;cmsm]q:m DecR,CnaA, DsdC,EbgR,
AfC FurFIS.GaS | [T redR.FruR GalR. Galr,

Hns.IHF,Lacl, L. Lrp, Mic,
Narl,PhoB, PurR,RbsA
,SlyA, TdeR. Uhpa,

NRU1),GlpR,MaiT
\  OmpR,AhaR,FihD,
CalFYiaJ,

Currant Opinion in Microbiology

The intersection contains those TFs that are directly regulated by CRP
and which work as co-regulators with CRP.




Crescita batterica = riproduzione cellulare

Crescita di organismi pluricellulari vs. organismi unicellulari:

« multicellulare: aumento delle dimensioni di un organismo
« unicellulare: aumento del numero di individui di una popolazione

Fissione binaria:
riproduzione asessuata

una cellula si divide in due identiche

Ciclo cellulare batterico

* REPLICAZIONE DEL CROMOSOMA

* ALLUNGAMENTO

* DIVISIONE CELLULARE

Per poter studiare le variazioni biochimiche, morfologiche e fisiologiche
che avvengono tra 2 divisioni cellulari si cerca di

SINCRONIZZARE la coltura in modo che TUTTE LE CELLULE in una
coltura siano allo STESSO PUNTO del CICLO CELLULARE.

1. Metodi che agiscono sul metabolismo cellulare portando le cellule
tutte allo stesso punto del ciclo

2. Metodi fisici che permettono di separare nella popolazione le cellule
allo stesso punto

1. Metodi che agiscono sul metabolismo cellulare portando le cellule tutte
allo stesso punto del ciclo

TEMPERATURA

un abbassamento della temperaturada 37°C a 25°C per 15 mininduce
divisione sincronain pneumococco e in altri microrganismi .

Si sfrutta latermodipendenzadi qualche passaggio delladivisione cellulare
che avviene solo a T piu elevata.

DIGIUNO

i microrganismi vengono posti in un terreno in cui mancano metaboliti
essenziali (aminoacidi, vitamine basi azotate): in questo modo le cellule
raggiungono unacondizionedi blocco della crescita e non appenatrasferite
in un terreno nutritivo completo presentano divisione sincrona

DILUIZIONE
le cellule vengono fatte crescere fino alla fase stazionaria ( 5x10° cellule/ml)
poidiluitein terreno fresco
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Crescita sincrona e metodi di sincronizzazione

Germinazione di Bacillus subtilis
Ciclo cellulare di Caulobacter crescentus

baby machine method Helmstetter & Cumming , 1963

Ciclo cellulare di Caulobacter crescentus

A
Wy
e
Pili ~
A8
\F\ageHo
™ Peduncolo
Cellula sciamante
_——Organo
di attacco
Cellula
peduncolata

In Caulobacter, chromosome replication never occurs more than once
per division. This is because division in this organism always gives rise
to two different types of cells.

Ciclo cellulare di Caulobacter crescentus %

Swarmer cell  Swarmer— Stalked cell Early Late
stalked-cell pre-divisional  pre-divisional
transition cell cell

G1
— —

Flagelum
ejection

Crescita sincrona e metodi di sincronizzazione

5559
coltura — % 5 75

baby machine method
Helmstetter & Cumming , 1963

filtro

metodo fisico che permette di separare
dalla popolazione la frazione di cellule
che sono nello stesso punto del ciclo
cellulare.

terreno
fresco @

cellule giovani
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“baby machine method”

NN

0 0,25 0,50 0,75 1,0
1,0 0,75 0,50 0,25 0

Membrana

Eta della cellula

Tempo di rilascio
delle cellule

Molecular Microbiology (2005) 57(2), 380-391 doi:10.1111/].1365-2958.2005.04693.x

The Escherichia coli baby cell column: a novel cell
synchronization method provides new insight into the
bacterial cell cycle

David Bates."” Jessica Epsteln,’ Erlk Bove,” Karen Fahrner,' Howard Berg' and Nancy Kleckner'
' Department of Molecular and Cellular Biology, Harvard University, Cambriage, MA 02138, USA.
“Department of Cell Biology, Institute for Cancer Research, The Norwegian Radium Hospital, Montebello, 0310 Oslo, Norway.

Summary

We describe a new method for synchronizing bacte-
rial cells. Cells that have transiently expressed an
Iinducible mutant ‘sticky’ flagellin are adhered to a
volume of glass beads suspended In a chromatogra-
phy column though which growth medium Is pumped.
Following repression of flagellin synthesis, newborn
cells are eluted from the column In large quantities
exceeding that of current baby machine techniques
by approximately 10-fold. Eluted cultures of ‘baby
cells’ are highly synchronous as determined by anal-
ysls of DNA replication, cell division and other events,
over time after elution from the column.

“Baby cell column”

Il gene fliC codificante per una variante di
flagellina “sticky“ & stato introdotto nel
cromosoma sotto il controllo di un promotore
inducibile*

Ptac

1 { H——
galE’ fliCst lacl®  galE’

*INDUTTORE: isopropyl! B-d-thiogalactopyranoside (IPTG)

“Baby cell column”

Growth medium
¢ 'L‘L | batteri sono cresciuti inizialmente in un
mezzo di coltura senza IPTG, quindi sono
brevemente esposti all’induttore (1-2
flagelli/cellula) e fatti aderire a sfere di vetro

Newborn Le sfere di vetro sono trasferite in una
cells colonna attraverso la quale & fatto fluire
terreno fresco

Le cellule “neonate” che non hanno flagello

Collect / 1 min: sono lavate via dal passaggio del terreno

monitor
over time

10/03/2016



Growth
" medium
pump :
(5 ml min~") % Support
screen
4--*5-; 0.22 um

I TEEEEEE] membrane
BRI RIS
100 um
net ring

10g 150 um
glass beads
+~10"" cells

adapter

Magnetic stirrer

\Oulpm

Bates et al., 2005. Molecular Microbiology 57 (2), 380-391.

B period C period

> Chromosome
replication

C - replicazionedel DNA

D - formazionedel setto,

D period

-6 &6

Cell
division

B - fino all’'inizio dellareplicazione del DNA

separazionedelle cellule figlie

Il paradosso delladivisionein Escherichiacoli

Come puo un batterio dividersi ogni 20 minuti se il DNA impiega
40 minuti per duplicarsi?

forcareplicativa

NN

7\

T = 60 minuti
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T =40 min.

replicazione iniziata 20 min. prima
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iniziata 20’ prima

replicazioneiniziata 40’ prima
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Replicazione del DNA in E. coli

Un nuovo ciclo di replicazioneinizia primache si
completiil ciclo precedente

Aperturadi forche multiple di replicazione

Le cellulein fase di divisione ereditano unacopia
completadel genomapiu una parte parzialmente
replicata

La replicazione del DNA offre un modello di regolazione

¢ inizia sempre all’origine
4 i geni prossimi all’origine sono duplicati per primi
4 aumenta il numero di copie

per questi geni quindi aumenta anche il numero dei loro prodotti
]

\
\ 1
. e — — — ————————— == 1
1 si tratta di geni associati con la sintesi della paretee |
1
L _ della membrana cellulare, es. OMP J'




Lareplicazione del cromosoma é seguita dalla segregazione:
i cromosomi duplicati vengono disposti ai lati opposti della
cellulain divisione

| batteri quali E. coli riescono a portare a termine questo
processo in modo efficiente nonostante I'assenza di un
apparato mitotico

In questo processo e sicuramente implicato e I'operone
mukFEB

B - fino all'inizio dellareplicazione del DNA

C - replicazionedel DNA

Mutanti muk producono cellule anucleate con una frequenza di
circa 100 superiore a quella del wild type

mukaku (“anucleato”)

D - formazionedel setto,
separazione delle cellulefiglie

Laformazione del setto richiede unaregolazione:
TEMPORALE
SPAZIALE

regolazione temporale

Controllo nutrizionale

—
Il

soooSRmc
origin |

sudden

—» cell division

FisZ

replication initiation starvation Z-ring formation
T v T'T

@) i DNA damage " @
= ‘starvation ast arowtl E

o) =
EQ,
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Nutritional control of cell cycle events

(a) STARVATION
* RelA, SpoT

(a)

guanosine pentaphosphate or tetraphosphate (p)ppGpp) is produced in response to amino
acid or carbon starvation couples growth rate with DNA replication by modulating DnaA
abundance (it is unclear whether these effects are direct or indirect and to what degree they
contribute to the starvation-induced replication arrest)

Nutritional control of cell cycle events

() FAST GROWTH
™
A L,
™ g ¢ o
& :‘ o : ©, b w" Vo
UDP-glucose \_/ ( b )
OH O uridine-50-diphosphoglucose (UDP-glucose) is
,} another small molecule that transduces information
OpgH about the nutritional status into the cell cycle. The
glucosyltransferases OpgH binds UDP-glucose and
J_ then modulate cell division by directly inhibiting FtsZ
assembly
FisZ
DIVISION

UV-IRRADIATION

+
XOOOQOX

DNA DAMAGE

+

regolazione temporale

la divisione deve avvenire

SEMPRE dopo la duplicazione SOS RESPONSE
del DNA (un blocco nella sintesi ¥+
del DNA non sara seguito dalla

L Escherichia coli
divisione)

proteina SulA (sistema SOS) che
inibisce in modo selettivo la

principale proteina responsabile
della formazione del setto (FtsZ).

DIVISION INHIBITION

Il cluster mra, conservato in specie filogeneticamente distanti, comprende 6 dei 9
geni essenziali della divisione 4 dei quali di tipo fts (ftsl, ftsQ, ftsA,ftsZ).
L'organizzazione trascrizionale e la regolazione del cluster & complessa e non del
tutto nota.

AT s s P A ) o ) ) v s s

Bacillus subtilis

{mraz mraw- amurf [ mea¥ [murd [ murG[murc [ murB[ daiB -lbn--M—-Hx-

Themus themmophilus

Chiorobium tepidum

Rappresentazione schematica dei clusters dcw di cinque specie batteriche
filogeneticamente distanti.
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Rod-shaped bacteria have two main systems to accurately

direct localization of the division plane to mid-cell:

< the Min system prevents aberrant division at the cell poles

¢ nucleoid occlusion prevents division from occurring over
the nucleoids

a Min system b Nucleoid occlusion
Inhibition zone

\OHC
) (
4
B_P "0 5 o-MinD-ADP
oo © © o
b B ry——e——
g o ATP App©

° ° °
° o oo
o o ®
. °
- o® o °%e

MinC, MinD-ATP

Min inhibition zone, ‘Nucleoid occlusion zone

7 ring

SCEE D)

sistema Min

1l
Min
MNucleoid Occlusion

(> =)
T

Division site

Vedere articolo allegato: L. Rothfield, A. Taghbalout and YL shih (2005) “Spatial control of
bacterial division-site placement “, Nature Reviews Microbiology, 3, 959-968.

Selezione del punto di divisione

NO: nucleoid occlusion proteins

two proteins that have a role in the NO phenomenon have been identified:
Noc in Bacillus subtilis and SImA in Escherichia coli.

10/03/2016
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Occlusione del nucleoide

Il nucleoide esercita un effetto negativo sul posizionamento del
setto: in una regione occupata dal nucleoide non si formera mai il
setto

Il volume cellulare & occupato

dal nucleoide. Non ci sono siti

liberi per la formazione del setto
In seguito alla segregazione del
DNA, laregione medianarimane

liberadal nucleoide. Il setto puo

formarsi

Selezione del punto di divisione

the nucleoid occlusion (NO) proteins are associated with the nucleoid

Nucleoid
Nucleoid | occlusion protein

Zone of
Min division Nucleoid
inhibition occlusion zone

Formazione del setto e divisione in Escherichia coli

Una fase precoce della divisione nei batteri e la formazione dello
Zring a livello del sito di divisione.

Lo studio della divisione cellulare di E. coli si ¢ avvalso dell’ana-
lisi di mutanti termosensibili in questo processo, capaci cioe di
dividersi normalmente a 30 °C (temperatura permissiva) ma
non a 40-42 °C (temperatura non permissiva).

(detti fts per filamentous thermosensitive)

10/03/2016
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Mutante termosensibile per una proteina del divisoma (FtsQ).

Ceppo fis A
adaltaT (42°C) >

AT non permissiva le cellule
crescono normalmente in
dimensioni ma non potendo
dividersi formano cellule lunghe
e filamentose con piti copie del
cromosoma (non visibile nella
figura) che poi muoiono.

Ceppo fts S
abassa T (30°C)C )~

AT permissiva le cellule si
dividono correttamente.

Un fenotipo analogo e osservabile in mutanti termosensibili per altri geni della divisione.

FtsZ

Filamenting temperature-sensitive mutant Z

FtsZ e virtualmente presente in tutti i batteri, nella
maggioranzadegli Archaeae nei cloroplasti e mitocondri
degli eucarioti.

Trale proteine batteriche coinvolte nella divisione é
quellapiu conservata

Laformazionedello Zring &€ dovuta alla capacitadella
proteinaFtsZ di polimerizzare

Division-site
salection

queste proteine possono legare ed idrolizzare nucleosidi trifosfati
(GTP) che forniscono I'energia necessaria al rimodellamento della
forma cellulare, possibilmente contrastando le forze dovute al
turgore e alla architettura parietale presente.

FASI DELL’ASSEMBLAGGIO DELL’APPARATO DI CITOCHINESI.

Membrana
esterna

} Periplasma

Membrana
citoplasmatica

Citoplasma
FtsA  Ftsk  FtsZ ZipA
FtsZ —» ZipA ——» ZipA —» ZipA —» ZiPA ——» ZipA —» ZipA  —— ZipA
FtsZ FisZ FtsZ FtsZ FtsZ FtsZ
FtsA FtsA, FtsK  FtsA, FtsK, FtsA, FtsK, FtsQ FtsA, FtsK, FtsQ  FtsA, FtsK, FtsQ,  FtsA, FtsK, FtsQ,
FtsQ FtsB, FtsL FisB, FisL FtsW  FIsBl FtsL. FisW. FisB. Ptsl. FtsW]
sl, Ftsl

10/03/2016
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oM — Schematic representation of
™ b Zzring assembl N septal ring assembly in E. coli
|
Min, NO Blue: proteins assembling at the
i o ZapA<—ZapB cytoplasmic face of the IM
Bsz > (Fisz), 3~ Fish Black: trans-membrane inner-membrane
T proteins
??
(FtsE+FteX) orsalt ()14 e: periplasmic proteins
i EtsK Purple: outer-membrane (lipo-)proteins
mi
DacA Ets Red: regulators of Z-ring positioning
DamX
DedD FtsB+FtsL. AmiC
EnvC 4 FtsN
MtgA Etsw FisP
MurG NIpD
PBP1b Ftsl(=PBP3) | pal
4 RIpA
FtsN TolA
iy TolB
TolQ
TolR
—~—
K 11l; Cell constriction

proteins that are essential for viability are underlined

Current Opinion in Microbiology

+ o+ ++ +

FtsZ

e la proteina principale del setto e quella che interviene per prima

proteina citoplasmatica di 40.000 D, circa 20.000 copie per cellula

e una GTPasi con attivita polimerizzante che richiede GTP

La polimerizzazione & inibita da SUlA (controllo della replicazione)

e da MinC (controllo spaziale della localizzazione del setto)

Tra le proteine FtS & quella pit conservata tra i procarioti: &
assente solo nelle clamidie.
E’ presente in alcuni mitocondri e cloroplasti

Allungamento

1
d
3 \
4
5 *
6 k
.
Accrescimento tipo Salmonella o intercalare. Anche in
questo caso la parete neoformata & rappresentata in azzurro.
Crescita della parete tipo streptococco o equatoriale.
La parete neoformata € rappresentata in azzurro.

Allungamento

FtsZ

Parete
cellulare

Membrana
citoplasmatica

MreB

Siti di sintesi
di parete
cellulare

10/03/2016
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Escherichia coli

Mutazioni a carico di mreB

mreB: murein regulation gene

Allungamento

d
A
@
[
|
B

6
.
Accrescimento tipo Salmonella o intercalare. Anche in
- questo caso la parete neoformata & rappresentata in azzurro.
Crescita della parete tipo streptococco o equatoriale.
La parete neoformata € rappresentata in azzurro.

Actina-omologo

MreB family

aa sequence identity ~ 15%

TRENDS in Cel Bictogy

MreB and bacterial cell shape
Shape MreB present (blue shading) ar absent {no shading)

Gram positive Gram negative Other eubacteria
flows G + C}

Rods Bagillus subtilis Caulobacter Thermotoga maritima
Clostridium

actetobutylicum
Listeria

Synechocystis sp.

monocytogenes
Streptomyces
coelicolor

Corynebacterium
glutamicum
Haemophilus
mnfluenzae
Pseudomonas
aeruginosa
Spirals Campylobacter Borrelia burgdorferi
feiuni
Helicobacter Leptospira
pyiori interrogans
o " o, Treponema pallidum
o Cocci : Lactococcus lactis Neisseria Deinococeus
Panno® meningiticis radiodurans
Staphylococcus
aureus
Streptococcus
preumonise
Other/unclear Rickettsia conorii Chiamydia
trachomatis

Mycoplasma

10/03/2016
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Thermotoga maritima

o
Ethese proteins carry out nucleotide binding and hydrolysis, and that they ¢
« can polymerizeinto linear protofilaments, similar to eukaryotic actins.
.

.
Leccctceeccsssssssstcecscsssssssssscectcssscssssssceccssssssssssssoce

Helical cytoskeletal “cables” visualized by fluorescence
microscopy of live cells of B. subtilis expressing a GFP fusion
to the MreB homologue, Mbl. Three cells from the field
(arrowed) are shown enlarged to the right.

How Do MreB Proteins Determine Cell Shape?

P -
y- Papsidegiyan B,
PBP comples

_Fodd
-

|

MreB forma filamenti elicoidali sulla faccia interna della membrana plasmatica
contribuendo a dar forma alla cellula.

Parete cellulare

Membrana di peplidoglicanc MreB polimerizza
plasmatica Monomeri di formando bande elicoidali
proteine MreB  simili all'actina, accanto
\ alla membrana plasmatica

MreB provvede alla struttura

10/03/2016
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(a)

(b} 1‘

() l‘

a SEagitococcys aueus b Eschenchia col

a | Cells such as Staphylococcus aureus contain the tubulin-like division protein
FtsZ, which is present in virtually all eubacteria, most cells containing FtsZ as the
sole cytoskeletal element are spherical.

b | When actin-like MreB homologues are present, cells can take on a rod-
shaped morphology like that seen in Escherichia coli.

MreB and its homologues often appear as intracellular helical structures (orange) when
viewed with fluorescence microscopy.

The superfamily of bacterial actin homologs

MreB

AlfA

Alp7 Alpg

A growing family: the expanding universe of the bacterial cytoskeleton
M. Ingerson-Mahar, Z. Gitai

FEMS Microbiology Reviews

Volume 36, Issue - pages 256-267, 28 NOV 2011

DIVISION CYCLE
—

DIVISION SITE sELEch
\

FisZ RING FORMATION }

CYTOKINESIS /

DNA REPLICATION CYCLE

TERMINATION

NUCLEOID SEGREGATION

ACHIEVEMENT OF
ASPECIFIC MASS

CELL GROWTH

Cusent Opinion in Mierabiology

Multiple points of coordination exist between cell cycle events. Arrows
indicate the direction of influence in coordination. Some interactions have
been demonstrated experimentally while others are inferred.

Daniel P Haeusser , Petra Anne  Levin

Current Opinion in Microbiology Volume 11, Issue 2 2008 94 - 99

10/03/2016
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S0S Repair Hypothesis: Phenomenology of an
Inducible DNA Repair Which Is Accompanied
by Mutagenesis

Radman, M. (1974) in: Molecular and environmental aspects
of mutagenesis, pp. 128142, Prakash, L., Sherman, F,
Miller, C., Lawrence, C. and Tabor, H. W. (Eds.), Charles C.
Thomas Publisher, Springfield.

Y "

larisposta SOS causa l'inibizione della divisione cellulare

e

— 3 \Ff_"

ﬁ7> \% RecA ﬂ/ \\H

\ /

4 \/

// \\“ ) Rk ’/ \ ]

| ‘

\/ N/ It may invade a homologous double-
stranded DNA sequence and catalyz
strand exchange: key reaction of

ﬂ/‘\\ o ‘ homologous recombination

it may promote LexA cleavage: SOS e
response induction (co-protease) f

LexA

Larisposta SOS causa l'inibizione
delladivisione cellulare

SfiA (SulA) interagisce con FtsZ
in condizioni normali I'espressione di sulA e inibita dalla proteina LexA

Il processo é reversibile: SulA & unaproteinainstabile

a UV exposure or

oxidative radicals
LexA-regulated gene

LexA

d Gb e mil on < ATP-dependent serine protease
FtsZ e ¢ .
7, LexA
o ol
s o

10/03/2016
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DNA intatto

Geni SOS repressi da LexA

DNA danneggiato (UV, mitogeni, ecc.)

R
AV S N\»
RecA RecA*

LexA @3 ‘/
RecA* coproteasi

Geni SOS espressi

Uninduced Cells
LexA

Repressor, I ——

PROMOTER zsos GENE}
% DNA DAMAGE " [@]®)
O o

1

LexA synthesis DNA repair

RecA-stimulated self-
degradation of LexA

Induced Cells

l—)

PROMOTER 808 GENE

LexA
Repressor

SOS DNA polymerases

alternative DNA polymerases:

Pol Il (encoded by polB) error-free

Pol IV (encoded by dinB)

error-prone

Pol V (encoded by umuDC)

SOS mutagenesis

DNA replication fidelity in Escherichia coli

Pol | Polll Pol 1l Pol IV Pol V
DNA pol;
15"‘“;"? lymerase A B c Y ¥
53" 53" 5.3 53" polymerase  5'-3' polymerase
Activity 35 35

3.5
53" exonuclease

®® GE ©

Number
of molecules/
cell
-s0s 400 50-75 10-20 150 - 250 <15
+8S0S 400 350 - 1000 10-20 1200 - 2500 200
Biological ~ DNMAreplication, DNA replication DNA replication TLS LS
functions  Okazaki fragment (backup DNA DNA repair
inthecell  matyration, polymerase),

DNA repair DNA repair,
L

FEMS Microbiology Reviews
Volume 36, Issue 6, pages 1105-1121, 5 APR 2012 DOI: 10.1111/}.1574-6976.2012.00338.x
http:/fonlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/].1574-6976.2012.00338 x/full#fmr338-fig-0003
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Antimicrobials as promoters of genetic variation Blazquez etal., 2012. Current Opinion

in Microbiology 15: 561 - 569
Black arrows: sizes of the induction zone for the antibiotics used. 9

Gurrent Opinian in Microbistoay

The induction of SOS response is reported here by green fluorescent protein (GFP) expression in
a lawn of Escherichia coli cells harbouring a recA::gfp transcriptional fusion. At the edge of an
inhibition zone blue light illumination reveals that GFP is being overexpressed.

Disc with no antibiotic (No Ab), Ceftazidime (CAZ), ampicillin (AMP), ciprofloxacin (CIP),
fosfomycin (FOS), trimethoprim (TMP), sulfametoxazol (SUL) and trimethoprim plus
sulfametoxazol (SXT).

All antibiotics, except FOS, are able to induce the recA::gfp transcriptional fusion.

(

§)

) (b)

Lysogenic

cl mimics the structure of LexA at the
autocleavage site

€ %ﬁ @% )

10/03/2016
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ICE derived from Vibrio cholerae
resistance to chloramphenicol, sulphamethoxazole, trimethoprim and streptomycin

S0S response promotes horizontal
dissemination of antibiotic

resistance genes SOS stimulus
John W. Beaber*, Bianca Hochhut* & Matthew K. Waldor K

Nature 427, 72-74 (1 January 2004)
Repressor (SetR)
inactive

I “‘*’"‘IW

ICEs: Integrating conjugative elements are a diverse group of mobile elements
that are transferred by means of cell-cell contact and integrate into the
chromosome of the new host

Tabella 8.2 Dimensioni, numero e struttura del cromesomi e dei plasmidi di alcuns microbiche.

ORanN oD CROM 05 OMI PLASHI
DIMENSIONE (Mpb)  NUMERO  STRUTTURA DIMENSIONE (kpb)  NUMERO  STRUTTURA
Agrobacterium tumetaciens 21430 2 Lingare + circolare 450 + 200 2 Circolare
42 1 Circolare
Bacillas thuringiensis 57 1 Gireolare > 50 agnuno 6
091 1 5200 Malteplici  Circolare + fineare:
87 1 o
21 +1 2 ircolare
10+20 2 Circolare
1 ircolar
0840 1 Circalay 78 oo Ciroolare
26 +04 2 ircolare 177 + 45
46 1
47403 2
20+ 1,1 +0,64 2

D. radiodurans harbours 4 genetic elements designated as:
e chromosome |

* chromosome I

* amegaplasmid

* asmall plasmid

Deinococcus radiodurans ‘

Defferibacter

—_—

Cytophaga

Green nonsulfur
bacteria

Puo tollerare livelli di radiazione > 1000 volte i livelli che
ucciderebbero un essere umano

Fu isolato nel 1956 da una lattina di carne che era stata
irradiata con raggi X

g
§
]
e
3
i
g
S

A. Cellule di Deinococcus con cromasomi multipli B. ia dei cellule di D

Le cellule in crescita attiva possiedono da 4 a 10 copie del genoma. A. || DNA
delle cellule di Deinococcus assume una forma a ciambella. B. Immagine in
epifluorescenza di cellule di Deinococcus colorate con DAPI, che rende il DNA di
colore blu. La membrana plasmatica appare di coloro rosso.
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lenizing radiation

= riparazione convenzionale del DNA

= nuove funzioni di riparazione RecA-dipendenti e RecA-indipendenti

= accumulo di ioni Mn(ll) che dovrebbero prevenire la formazione di ROI
= presenza di cromosomi multipli ( fino a 10)

CONAN THE BACTERIUM

The world’s toughest organism thrives in blistering deserts
and radioactive dumps. Now workers are giving it a taste for chemical waste

BY PATRICK HUYGHE

THE SCIENGES + July/August 1998

Engineering radiation-resistant bacteria for environmental
biotechnology
Michael J Daly

Current Opinion in Biotechnology 2000, 11:280-285

Seventy million cubic meters of ground and three trillion liters
of groundwater have been contaminated by leaking radioactive
waste generated in the United States during the Cold War. A
cleanup technology is being developed based on the radiation-
resistant bacterium Deinococcus radiodurans, which is being
engineered to express bioremediating functions.

3-8-8-0- -2

DnaA ()
v i

- O ation > —» celldivision
: Ftsz
origin T
replication initiation sudden Z-ring formation
T starvation
starvation DNA damage

fast growth

-~ Origin of replication

Replication fork
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Variabilita genetica nei batteri

/N
S

le due cellule figlie sono geneticamente identiche tra loro e alla cellula madre

Variabilita genetica nei batteri

/N

=
(= (=

Nella maggioranza dei casi le mutazioni sono deleterie.....

Variabilita genetica nei batteri

C/c\ﬂ) (=
(=) (=)

..... ma in qualche caso possono conferire un vantaggio!

Frequenza di mutazione

. ' x
" BUESS WHO G6OT CAUGHT .
MUTATING AT SCHOOL .
5 TODAY... ° La frequenza con cui avvengono
& i diversi tipi di mutazioni e
estremamente variabile.
°
8

DINNER AT THE MICROBES
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Mutation Rate per Replication

per
Genome per Genome
Organism Size (bp) Target bp
Bacteriophage M13 6.41 x 10° lacZot 72X 107 0.0046
Bacteriophage L 4.85 x 10* ol 7.7x 107%  0.0038
Bacteriophage 1.60 x 10° Il 2.4% 107%  0.0040
T2 and T4
E. coli 4.639 % 10°  lacl 4.1x107'° 0.0019
lacl 6.9x 107'° 0.0033
hisGDCBHAFE 5.1x 107'° 0.0024
Average of all values 5.4 x 107! 0.0025
Sulfolobus 2243 % 10°  pyrE 7.8x 107'° 0.0018
acidocaldarius
(pH 3.5, 75°C)

Come si originano le mutazioni?

Nobel Prize, 1969

Max Delbruck (1906 -1981) & Salvador Luria (1912 - 1991)
Cold Spring Harbor Laboratory, Long Island NY, Summer 1953

L'esperimento di Salvador Luria e Max Delbruck

-
colturapura di Escherichia coli
sensibileal fago T1

test di fluttuazione (1943)

i

=G

~& T

6

|

-1

oyl

~ resistenti al fago

colonie di E. coli

is 1: isa jical response 1o a bactericide

T 1
=0000000000¢C

f colonies 1 0 107
= Time of exposure to selective agent
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Conclusione:

> Batteri sensibili al fago diventano resistenti prima di
entrare in contatto con il virus.

» Il numero di mutanti dipende dal momento in cui si
verifica ciascun evento di mutazione (e dal numero di
eventi) in ciascuna coltura.

» L'esposizione al virus non induce I'insorgenza della
mutazione.

» L'esposizione al virus seleziona mutanti preesistenti

Basi molecolari delle mutazioni

Mutazioni puntiformi

Il cambiamento del fenotipo dipende dal punto esatto in cui la
mutazione é situata nel gene e da quale prodotto € normalmente
codificato dal gene.

FIRST ROUND OF
REPLICATION

MUTANT STRAND
REFLICATION

MUTATION
FIXED

SECOND ROUND OF

REPLICATION
WILD-TYPE

STRAND REPLICATION

Mutazioni per sostituzione di base

TRANSIZIONI: purina — purina G—A

pirimidina —pirimidina C —T

TRASVERSIONI: purina <= pirimidina
GC—T G—C
—T —C
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Basi molecolari delle mutazioni

Mutazioni puntiformi

possono risultare per sostituzione di una base nel DNA
o per inserzione e delezione di una base (microinserzioni e
microdelezioni).

The Expression of Mutations

Base substitution (point e Changein one base

mutation) « Result in change in amino

Missense mutation acid

Nonsense mutation ¢ Results in a nonsense
codon

MUTAZIONE Replicazione

e W
N

5 TAC

DNA
ATG

l Trascrizione

AAC UAG UAU 5 UAC mRNA
Codone per Codone Codone per Codone per
I'asparagina di stop la tirosina la tirosina
l l l l Traduzione
Proteina Proteina Proteina Proteina .

difettosa incompleta normale normale Proteina
Mutazione  Mutazione  Mutazione Tipo

missenso nonsenso silente selvatico

M.T. Madigan,J M. Martinko Brock, Biologia dei Mi; ismi___Coovright © 2007 Casa Edifrice

Basi molecolari delle mutazioni

Mutazioni che coinvolgono molte paia di basi

Le inserzioni si verificano per aggiunta di nuove basi al DNA e
inattivano il gene in cui accadono. Molte mutazioni da inserzione
sono dovute a sequenze di DNA specifiche, lunghe 700-1400 bp,
dette sequenze di inserzione. Le mutazioni da inserzione possono
regredire per reversione.

Le delezioni possono coinvolgere la perdita di centinaia o
migliaia di paia di basi; non regrediscono per reversione se non
per ricombinazione
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Reversione

/

— ATG CAT CT'T CTA — Wildtype \
Met — His - leu - Leu

— ATG CAT TTT CTA— Mutation
Met — His - Phe - Leu

<N

True revertant Pseudorevertant

—ATG CAT (CI'T CTA— —ATG CAT TTA) CTA-

\Met - His - Leu - Leu Met — His — Leu - Leu/

A

Trasmissione fedele
dell'informazione

genetica
Replicazione

Mo errori

Q

[

i { Sistemi di correzione
App:rlfa?em' degli appaiamenti
errati

\h 3

Mutazioni

Le mutazioni possono essere:

PN

Spontanee Indotte da mutageni
(frequenza molto bassa)

Mutageni chimici Mutageni fisici

= analoghi delle basi
= agenti alchilanti
= agenti intercalanti

Radiazioni non ionizzanti:UV
Radiazioni ionizzanti:
raggi gamma
raggi X
raggi cosmici

Agenti alchilanti

Nitrosoguanidina, Acido nitroso, Idrossilamina sono
responsabili di reazioni di metilazione, deaminazione, ecc.

sseH-N
\
H H

@ Guanine Thymine O%Methylguanine

o)
HyC, o] HC o o) Nﬁ
Ta —
NTG R
h/ iNH @ —— 8/ N'"H—N>—\§/N
|
m—2< N——< =N
(o] oll.H—N\

H
\ Thymine O*-methylthymine Guanine /

&) N
o N,
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Agentiintercalanti

Acridine (arancio di acridina, bromuro di etidio): sono molecole
planari che si inseriscono tra due basi del DNA, separandole

Questa conformazione anormale puo portare a microinserzioni
e microdelezioni durante la replicazione

rrcllac
/AACCTC
. P
TITTIT @ TTT . IT
TTGAG 'I"I'GIAG
AACTC +I aacllrc @
RS Ali 11 N\, TTG
AAcC

Radiazioni ionizzanti

Sono radiazioni a lunghezza d’onda corta (raggi X, gamma,
raggi cosmici). Piu potenti dei raggi UV e altamente penetranti.

Causano la ionizzazione dell’acqua e di altre sostanze con la
produzione di radicali liberi come lo ione ossidrile (OH-)

La loro azione mutagena é indiretta in quanto il danno &
prodotto dai radicali liberi.

" A

_ Lariparazione
ripristina la sequenza

originaria
r 3
Agenti chimici.
fio altro DNA [ Sistemi di
| DND— danneggiato: Hiparacions
replicazione dei d .
bloccata el cann!

l

La riparazione non
czl‘ll?xgera ripristina la sequenza
originaria

\ 1 Mutazioni

a) 7

- Trasmissione fedele
No errori dellinformazione
genetica

Replicazione

Appaiamenti
errati

Sistemi di correzione
degli appaiamenti
erati

Mutazioni

b) (~

_Lariparazione
ripristina la sequenza
originaria

Agenti chimici. DNA

EN A '_,ﬁdc" ghtro danneggiato:
replicazione

bloccata

La riparazione non
TR ripristina la sequenza
originaria
- Mutazioni

Sistemi di
riparazione
dei danni
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Nomenclaturageneticabatterica

Chromosome

7

Genotype lacZ8
Phenotype Lac

™~

Nomenclaturageneticabatterica

wild-type strain phenotypically Arg*

mutant incapable of synthesizing arginine: phenotype will be Arg-

and genotype arg.

arginine biosynthesis, for example, requires more than one gene.

In such cases, a fourth letter is added to the gene symbol, each
identifying a different gene: argA, argB,argC, etc.

4
TN . S 2 " =)

e
="_ 09,
e=d

A == 0%

B-Galactosidase Permease Transacetylase

lacZ  Lac
Genotype  Phenotype

[ 1% ——
= L]
ose oo

P-Galactosidase Permease Transacetylase

lacY Lac-

Genotype Phenotype
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mzlvlal

o0 =-"= 09,
o5 = 0%
B-Galactosidase Permease Transacetylase

lacl Lac*

Genotype Phenotype

Tipi di mutanti batterici

MORFOLOGIA

delle colonie (forma, colore)

CAPACITA/INCAPACITA DI CRESCERE

delle cellule

In particolari condizioni ambientali
(temperatura, luce, terreno)

ALTRE PROPRIETA
motilita
patogenicita, .....

TIPo DI
MUTANTE FENOTIPO DEL CEPPO SELVATICO FENOTIPO DEL CEPPO MUTANTE
Mutanti Masfologia delle 3
mortologici colonie: T Plocoe
Esce Rugose
fugose Lisce
pigmentate Incoicri
Morlologia della _—
celuie: bastonceli Filamenti
cellue singole: Cellde agyegate
presenza d spore Assenza d spore
cellule motli Cellde mmobil

POSSIBILI CAUSE DEL FEN

Aumento del tempo di generazions

Perdita dela Capacith & produrre Ia capsula
polisaccaridica

Produzonefrifastio shoorme df esopolisaccarid

Perdita dela capacith & procure pigmento

Difet nella divisione celluare

Ditett nell divisions celluiare
Difeti nel processo di sporuiazons

Difett nela biogenesi del fiageilo

FENOTIPO DEL CEPPO SELVATICO

FENOTIPO DEL CEPPO MUTANTE

[Mutant resistent:  a batteriofagi el fago, il fago si adsorbe al batterio &

foma piacche difisi

i batterio non cresce 0 muore in presenza

ad antibio
e dellantbioico

i batterio non cresce o mudre in presenza

od agent tosic dell‘sgente tossico

(] presenza del fage;
il fago non si adsorbe l batterio & non
forma placehe di lis

Il mutante cresoe in presenza
dell'antbiotico

limutante cresos in presenza dell'agente
tossico

POSSIBILI CAUSE DEL FENOTIPO MUTANTE
Incapacith di produrre il recettore su cul il virus si
a

Modificazione della mdecda bersaglio cellulare
dell'antbiotico; alterazione delfa permeabilit celluare
a.um o i classi & molecole; attvazione di sistemi d
detossificazione

Alterazone della pemeabilita celutare a una 0
Pil cassi di molesole; attivazione df sistemi di
deossificazions; modificazione dela molecola bersagl
dell'agente tossico
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Sintesi della parete cellulare DNA girasi Allungamento del’RNA RNA polimerasi DNA-dipendente
Cicloserina Chinoloni -] Acido nalidixico Actinomicina

Rifampine

Vancomicina Ciprofloxacina Streptovaricine
Bacitracina Novobiocina

Penicilline Sintesi proteica
Cefalosporine (inibitori della subunita
Monobattamici 508 del ribosoma)
Carbapenemici

Eritromicina (macrolidi)
Cloromfenicolo

Metabolismo dell’acido folico Clidamicha
Trimetoprima
Sulfonamidi

Sinte:

proteica
della subunita
30S del ribosoma)

Tetracicline
Spectinomicina
Streptomicina
Gentamicina, Tobramicina
Kanamicina (aminoglicosidi)
Amikacina

Nitrofurani

Struttura della
membrana citoplasmatica
Polimixine

Daptomicina

Membrana
PABA citoplasmatica  Parete cellulare v—

Mupirocina

Puromicina

Mutazioni “neutre”

gyrA = NalR rpsL = SmR

Altri tipi di mutazioni

Mutanti condizionali: esprimono la mutazione
solamente sotto particolari condizioni ambientali

TIPO DI

MUTANTE FENOTIPO DEL GEPPO SELVATICO FENOTIPO DEL GEPPO MUTANTE POSSIBILI GAUSE DEL FENOTIPO MUTANTE

Percita dela capacith d catsbolizzare quel partcolan

Utilizazione & auccheri 1l batterio cresce in un terreno in cui un limutante non cresce nel lerreno in cu composto a causa di
Mutani cataboiici o altre fonti di carbenio  dato compasto cosiisce unica fonte & quel dato compasto costitisce I'unica - inattivazione di uno o pid enzimi della via catabolica
ed energia carbonio ed energia fonte di ~ di trasporto (assunzicne) di

quella sostanza

Fichiosta difai g\ Ptero (rotobolo) rescein untereno Il mutante non cresce nel tereno minmo”  Percita dela capacth d snetizzare f fattore df atesd

Muznbaovof 0 “minimo” (es.: lerfeno minerale conuna  ma richiede uno 0 pid fatloi addiZonali  a causa diinattivazone di o o pid enami dela via

sola fente di carbonio ed energa) (aminoacidi, basi, vitamine) biosintetica
Una proteina preposta a una funzons essenziale risul
] lle temper 5 ten auss

Mtand lotal ) batedo ceece 2 empacak® QTR E%e. batterio u:bE:icaea e, lemperature m,m oinstabile ad alta temperatura; la causa pud
el Termosensbli ¥2 208 45°C pil basse (30-32 °C)manon a quelle pill  essere una sostituzione di un aminoacido rilevante pe
a elevate (42°C) il mantenimento della struttura terziaria o quatemaria

dela proteina

In seguito a mutazioni puntiformi rare:

Mutanti letali condizionali

P—>
Point mutation

2 ey

Permissive tempeérature Non-permissive temperature

Protein has some function Temperat sitive
Protein does not function at high temperatures.

DNA

Per Escherichia coli:
tempertura permissiva: 25-30°C
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