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Prof. Giovanni Vallini
Obbiettivi del Corso - Fornire agli studenti, già in possesso di un solido bagaglio conoscitivo di base acquisito nell’ambito della frequentazione dei corsi propedeutici di area microbiologica, un quadro circostanziato dei principi della genetica e della biologia molecolare microbica. Ciò al fine di guadagnare confidenza con le principali strategie per lo sviluppo di sistemi batterici e fungini con esaltate capacità biosintetiche e/o degradative per applicazioni sia in ambito industriale che ambientale.

1. Evoluzione microbica e sistematica - 1.1) Evoluzione delle prime forme di vita. 1.2) Organismi primitivi: codifica molecolare dell'informazione e generazione di energia. 1.3) Cenni sull'origine degli eucarioti e degli organelli. 1.4) Cronometri evolutivi: RNA ribosomale ed evoluzione cellulare. 1.5) Filogenesi microbica come rivelata dal sequenziamento dell'RNA ribosomale: a) l'albero universale della vita; b) eubatteri, archebatteri, e eucarioti; c) caratteristiche dei tre domini evolutivi. 1.6) Tassonomia convenzionale e molecolare. 

2. Macromolecole e genetica molecolare microbica - 2.1) Richiami alla struttura chimica di nucleotidi ed acidi nucleici (DNA e RNA), di aminoacidi e proteine. 2.2) L’informazione genetica: a) concetto di gene e sua funzione; b) il dogma centrale della biologia molecolare: tappe di elaborazione e flusso dell’informazione (replicazione, trascrizione, traduzione); c) differenze fondamentali nei meccanismi di elaborazione e flusso dell’informazione nei procrarioti e negli eucarioti. 2.3) L’architettura del DNA: a) doppia elica; b) super-avvolgimento (supercoiling); c) struttura secondaria (ripiegatura/DNA benting, strutture cruciformi/stem-loop structures, strutture a forcina/hairpin structures). 2.4) Caratteristiche strutturali dell’RNA. 2.5) Effetto della temperatura sulla struttura del DNA e ibridazione degli acidi nucleici. 2.6) Gli elementi genetici: a) il cromosoma (organizzazione cromosomica nei procarioti e negli eucarioti); b) elementi genetici non-cromosomici: plasmidi, organelli (mitocondri e cloroplasti), elementi trasponibili. 2.7) Restrizione e modificazione del DNA: a) enzimi di restrizione; b) protezione dai meccanismi di restrizione (modificazione); c) analisi del DNA mediante enzimi di restrizione. 2.8) Replicazione del DNA: a) replicazione di DNA circolare: modello di replicazione bidirezionale, modello di replicazione a cerchio rotante; b) replicazione di elementi genetici lineari; c) meccanismi di verifica della corretta replicazione (proofreading). 2.9) Trascrizione del DNA: a) fasi della sintesi di RNA nei batteri: RNA polimerasi, promotori (promoters), terminatori (terminators); b) RNA polimerasi in eucarioti e Archaea; c) inibitori specifici delle RNA polimerasi; d) RNA messaggero (messenger RNA o mRNA) e operoni. 2.10) Modificazioni post-trascrizionali (maturazione) dell’mRNA e ribozimi (RNA catalitico). 2.11) Traduzione dell’informazione genetica: a) struttura dell’RNA di trasferimento (transfer RNA o tRNA); b) attivazione degli aminoacidi, riconoscimento e caricamento dei tRNA da parte delle specifiche aminoacil-tRNA sintetasi; c) RNA ribosomale (ribosomal RNA o rRNA) e struttura dei ribosomi; d) il processo di sintesi proteica: fase di inizio (initiation), fase di allungamento (elongation), fase di terminazione (termination); e) ruolo funzionale dell’rRNA nella sintesi proteica;  f) proteine di secrezione; g) antibiotici inibitori della sintesi proteica. 2.12) Il codice genetico.

3. Regolazione dell’espressione genica nei microorganismi - 3.1) Sistemi di controllo dell’attività enzimatica: a) inibizione da prodotto; b) inibizione di ritorno (feedback inhibition): enzimi allosterici e isozimi; c) modificazioni covalenti reversibili. 3.2) Sistemi di controllo della sintesi enzimatica: a) interazione di proteine con il DNA: istoni e proteine leganti con modalità sequenza-specifica (DNA binding proteins); b) struttura conformazionale delle proteine che si legano al DNA (helix-turn-helix motif, zinc finger, leucine zipper); c) regolazione della trascrizione I (controllo negativo): meccanismo di induzione e repressione della sintesi dell’enzima, (repressore/repressor protein, sito operatore, effettori, induttore, corepressore, enzimi inducibili ed enzimi costitutivi); d) regolazione della trascrizione II (controllo positivo): attivatore/activator protein e regulone/regulon; e) attenuazione; f) repressione da cataboliti. 3.3) Trasduzione di segnali e sistemi di regolazione a due componenti: a) proteine di intercettazione del segnale (sensor proteins o sensor kinases) e proteine di regolazione della risposta (response regulator protein); b) meccanismo della chemotassi. 3.4) RNA antisenso.

4. I virus: nozioni fondamentali - 4.1) Propietà generali dei virus. 4.2) Struttura delle particelle virali o virioni: a) virus con capsidi a struttura simmetrica; b) virus con strato membranoso esterno (envelope) ed enzimi virali; c) virus con capsidi a simmetria complessa; d) varietà degli acidi nucleici nei virus. 4.3) Coltivazione dei virus. 4.4) Metodi di saggio e conta dei virus. 4.5) Caratteristiche generali della riproduzione virale: adesione (adsorbimento), penetrazione, sintesi degli acidi nucleici e delle proteine, assemblaggio dei virioni, liberazione dei virioni. 4.6) Virus batterici o batteriofagi: a) fagi a RNA; b) fagi a singolo filamento di DNA; c) fagi a doppio filamento di DNA; d) batteriofagi temperati e lisogenia (fago  o lambda); e) fagi trasponibili (batteriofago mu). 4.7) Inquadramento generale dei virus delle piante e degli animali.

5. Genetica microbica - 5.1) Mutazioni e mutanti: a) isolamento di mutanti: screening e selezione; b) basi molecolari delle mutazioni: mutazioni puntiformi (sostituzioni di paia di basi, spostamento dello schema di lettura/reading frame shift, mutazioni di ritorno o reversioni), mutazioni interessanti molte paia di basi (inserzioni, delezioni, traslocazioni, inversioni), mutazioni a carico di genomi a RNA; c) agenti mutageni: mutageni chimici (analoghi delle basi, sostanze alchilanti, composti intercalanti), radiazioni (non-ionizzanti e ionizzanti), mutageni biologici (trasposoni); d) mutazioni che derivano dai meccanismi di riparazione del DNA; e) uso della mutagenesi microbica nello studio della cancerogenesi (test di Ames). 5.2) Ricombinazione genetica: eventi molecolari nella ricombinazione di DNA omologo. 5.3) Trasformazione: a) trasformazione nei batteri Gram-positivi (es. Streptococcus pneumoniae) e nei batteri Gram-negativi (es. Haemophilus influenzae); b) transfezione (transfection) nei sistemi batterici; c) induzione artificiale della competenza; d) transfezione di cellule eucarioti. 5.4) Trasduzione: a) trasduzione generalizzata (fago P22); b) trasduzione specializzata (fago ); c) conversione fagica. 5.5) I plasmidi: a) caratteristiche strutturali; b) replicazione; c) trasferimento tra cellule; d) tipi di plasmidi e loro significato biologico. 5.6) Coniugazione: a) proprietà del plasmide F (ceppi F+ ed F-); b) meccanismo di trasferimento del DNA durante la coniugazione; c) formazione e comportamento dei ceppi Hfr e mobilitazione del cromosoma; d) trasferimento di geni cromosomici sui plasmidi F (coniugazione F’). 5.7) Trasposoni e sequenze di inserzione: a) elementi trasponibili; b) meccanismo di trasposizione; c) mutagenesi mediante elementi trasponibili; d) DNA invertibile e fenomeno della variazione di fase (phase variation). 5.8) Mappe genetiche dei batteri: a) insiemi di geni (clusters) e operoni; b) organizzazione dei cromosomi procarioti. 5.9) Genetica dei microrganismi eucarioti: a) la meiosi; b) genetica dei lieviti: a) caratteristiche dei diversi tipi di accoppiamento (mating types) nei lieviti; b) plasmidi dei lieviti. 5.10) Cenni di genetica dei mitocondri e dei cloroplasti: a) eredità mitocondriale nei lieviti; b) organizzazione genomica degli organelli; c) sintesi proteica negli organelli.

6. Ingegneria genetica e biotecnologia dei microorganismi - 6.1) Ricombinazione genica in vitro (recombinant DNA technology) e clonazione molecolare (molecular cloning): a) vettori per la clonazione: plasmidi, batteriofagi, cosmidi, altri vettori per eucarioti; b) vettori con elevata espressione genica (expression vectors); c) ospiti per i vettori genici: procarioti ed eucarioti; d) individuazione dei cloni ricombinanti (marcatori genetici dei vettori, analisi con anticorpi, ibridazione con sonde DNA o RNA). 6.2) DNA sintetico: a) mutagenesi sito-specifica (site-directed mutagenesis); b) mutagenesi per sostituzione di frammenti sintetici (cassette mutagenesis). 6.3) Amplificazione del DNA: PCR (polymerase chain reaction)  e DNA fingerprinting. 6.4) Clonazione ed espressione di geni da mammiferi nei batteri. 6.5) Applicazioni pratiche dell’ingegneria genetica: a) produzione di prodotti tipici di organismi animali e di vaccini per mezzo di microrganismi geneticamente modificati (GMM/genetically modified microorganisms); b) produzione di piante transgeniche mediante uso di Agrobacterium tumefaciens; c) animali transgenici ed applicazioni biotecnologiche nell’ambito della genetica umana; d) ingegneria genetica come strumento per la ricerca microbiologica.
