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Biofisica. —- Isolamento di ceppi batterici capaci d i riprodursi 
su terreno carente di M agnesio^. Nota di G iu s e p p e  V is ic a t o  ^  

presentata (***) dal Corrisp. M. A g e n o .

SUMMARY. ■—- (The isolation of bacterial strains able to grow in magnesium deficient 
medium). In this work the results about bacterial strains of E.coli BSR5 able to grow in 
Mg++ concentration level of less than 4 * io -6 Moli/1 are shown. Only one in io5 wild type 
bacterial are able to grow in this conditions. The isolation methods are described.

M olti recenti risultati sperim entali sembrano concordemente dim ostrare 
la fondam entale im portanza dello ione M g++ nei principali processi cellulari. 
E ad esempio ben noto che la concentrazione del magnesio rappresenta uno 
dei param etri im portanti nella sintesi proteica. I processi di dissociazione 
e riassociazione dei ribosomi sem brano infatti dipendere in modo critico da 
tale concentrazione. Le particelle ribosomali di E . coli estratte col metodo 
di Tissieres-W atson [i] e caratterizzate dal coefficiente di sedimentazione 70 s 
[2-13], stabili in vitro a concentrazioni di M g++ io- 3 M, si associano formando 
dim eri con coefficiente di sedimentazione 100 s, quando la concentrazione 
di M g++ è portata a io~2M e si dissociano in due subunità con coefficienti 
di sedim entazione 30 s e 50 s quando la concentrazione di M g++ è abbassata 
a ïo ~ 4M. T u tti questi processi di associazione e dissociazione in vitro sono 
reversibili. A ltri lavori recenti sem brano dim ostrare che il magnesio abbia 
un ruolo im portante anche nella formazione dei complessi RNA messaggero- 
ribosom a-R N A  solubile [14-24].

Infine, la funzione biologica del magnesio è stata anche studiata in vivo 
da vari Autori, esam inando il com portamento di culture batteriche in condi­
zioni varie di carenza da magnesio [25-29]. Cellule di E . coli in fase esponen­
ziale trasferite da un terreno completo ad un terreno carente da magnesio 
ed ivi incubate a 370 C, interrom pono dopo poche ore la crescita e m ostrano, 
dopo 24h di aver perduto il 90 % dei loro ribosomi [25]. Se tu ttav ia  si aggiunge 
magnesio alla cultura, le cellule ricostituiscono i ribosomi e dopo poche ore 
riprendono a crescere in modo norm ale [26].

Che la carenza di magnesio determ ini l ’interruzione della crescita di una 
cultura batterica era del resto già stato am piam ente dim ostrato per una vasta 
gam m a di microorganismi [27-29]. La concentrazione optim um  di M g++ 
ai fini della crescita batterica è risultata essere io_ 3 M.

(*)■ Questo lavoro è stato eseguito nel quadro dell’attività svolta dai Laboratori di 
Fisica dell’Istituto Superiore di Sanità con l’appoggio del Consiglio Nazionale delle Ricerche. 
Ringrazio il sig. Antonio Araco per l’assistenza tecnica.

(**) Laboratori di Fisica, Istituto Superiore di Sanità, Roma.
(***) Nella seduta del io febbraio 1968.
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Tali risultati sem brano dunque indicare che il magnesio, nella forma 
di ione bivalente, sia indispensabile alla vita. E  questo il punto che ci siamo 
proposti di m ettere in chiaro, determ inando se, in condizioni di estrema carenza 
di ioni magnesio, la riproduzione batterica risulti in ogni caso veram ente del 
tu tto  arrestata. In  questa N ota vogliamo dare un  resoconto prelim inare dei 
nostri esperimenti, che ci hanno, viceversa, portato all’isolamento di un certo 
num ero di ceppi batterici capaci di riprodursi in modo apparentem ente normale 
anche su terreno estrem am ente povero di magnesio.

Ci siamo serviti del ceppo di E . coli B S R 5 . Il terreno completo da noi 
usato [25] contiene 2,4 *io_ 3 g/l di MgSC>4, corrispondente a io” 3 moli/1. 
Per realizzare un terreno esente da magnesio, abbiam o soppresso questo costi­
tuente, lasciando inalterate le proporzioni degli altri. Inoltre, abbiamo fatto 
uso di com ponenti puri per analisi, di ciascuno dei quali fosse dato un limite 
superiore per il suo contenuto in M g++. Possiamo pertanto dire che il contenuto 
in M g ++ del terreno che chiameremo d ’ora in poi brevem ente « esente d aM g ++ » 
era non superiore a 4 - i o~6 moli/1. Aggiungiamo che il contenuto effettivo 
è risultato inferiore alla sensibilità del metodo d ’analisi colorimetrica di Young 
e Gill [28].

U sando per gli inoculi 'i batteri prelevati da una cultura di E . coli B S R 5  
su terreno normale, abbiam o in diverse riprese realizzato cinque culture su 
terreno carente da magnesio. T utte e cinque le culture si sono regolarmente 
sviluppate, raggiungendo tu ttav ia  la fase stazionaria a concentrazioni batte­
riche relativam ente basse. I dati relativi sono raccolti nella Tabella I.

T a b e l l a  I.

Prima serie di culture di E. coli B S R 5  su terreno esente da M g++.

Cultura Volume Inoculo 
n. batteri

n. totale finale 
batteri

i a . . ................ 50 mi 6 • io4

000

•9B1 100 mi 6 ,4 - io4 8 • io®

3a . . . . . .  • 100 mi 6 ,4 - io4 05O00

4a • . . 500 mi IO5 IO10

5a • .... . . . . 500 ml IO5 IO10

Queste culture hanno sostanzialmente confermato i precedenti risultati 
di altri Autori. I batteri si moltiplicano per un certo tem po anche su terreno 
carente da magnesio, m a a un certo punto la moltiplicazione si arresta. Che il 
magnesio sia un  fattore lim itante è chiaro. Con l’inoculo si im mette nella cul­
tu ra  una certa quantità di magnesio che perm ette in un primo tem po la
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moltiplicazione. È da ritenersi che questa si arresti quando tu tto  il magnesio 
disponibile è stato effettivamente utilizzato dai batteri.

Abbiam o tu ttav ia  ritenuto che l’arresto della moltiplicazione batterica 
nelle nostre colture non fosse una prova sufficiente della indispensabilità 
del magnesio ai fini della vita. Se infatti solo qualcuno dei batteri (eventual­
mente un m utante) avesse m antenuto la capacità di moltiplicarsi, sarebbe 
stato assai difficile accorgersene. Pertanto, abbiam o usato i batteri delle culture 
della Tabella I per gli inoculi di una seconda serie di cultura sempre su ter­
reno carente da magnesio. In  queste nuove culture, la quantità di magnesio 
introdotta con l’inoculo risultava del tu tto  trascurabile.

In  diverse riprese, abbiam o avviato in totale 247 culture e, come ci 
attendevam o, la maggior parte di esse non si è m inim am ente sviluppata, 
neppure in tem pi dell’ordine di tre -q u attro  giorni. T uttav ia, io  di esse, dopo 
un tem po dell’ordine di 30-40 ore hanno preso a svilupparsi regolarmente, 
giungendo alla fase stazionaria in un tempo e a concentrazioni non molto 
diverse da quella delle culture normali. La Tabella II riassume i dati relativi 
a questa seconda serie di culture.

T a b ella  II .

Seconda serie di culture di E. coli B SR 5 su terreno esente da M g++.

Prova n. delle 
culture

ciascuna
mi

Inoculo 
n. totale 
batteri

n.
delle culture 
sviluppate

n. finale 
totale 

di batteri

i a . . ..................... i 50 7 -io3 i

I 100 4 - io4 I

3a ............................. 5 100 5 . io4 —

4a .............................. 100 5 2 -I0 5 2

5a . . . . . . .  . 140 5 4- io5 6

Totale . . . 247 7- io5 IO

Se si am m ette che ciascuna delle io  culture che si sono sviluppate derivi 
da un singolo batterio capace di riprodursi su terreno carente da magnesio, 
la frequenza dei batteri dotati di tale capacità in culture di E . coli B SR 5 
risulterebbe pari a 1,4- io ~ 5, dato questo compatibile con le norm ali frequenze 
di m utazione. Inoltre, se si am m ette una distribuzione poissoniana dei batteri 
capaci di moltiplicarsi, la probabilità che una delle nostre io  culture sia dovuta 
a più di un  batterio iniziale risulta debord ine di io -3, m entre la probabilità 
che una cultura si sviluppi, contenendo almeno un batterio capace di molti-
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plicarsi risulta dell’ordine di 4 - i o ~ 2. Ciò giustifica l’ipotesi iniziale che cia­
scuna delle io  culture selezionate sia originata da un  singolo batterio. I tempi 
di attesa perché divenga m isurabile l’aumento della densità ottica della cul­
tu ra  sono com patibili con l’ipotesi che ciascuna cultura derivi da un unico 
batterio dell’inoculo.

L a fig. i m ostra l’andam ento delle successive curve di crescita ottenute 
ciascuna partendo da un inoculo prelevato dalla cultura precedente. L a curva o 
è una curva di crescita di E . coli B SR 5 su terreno completo (tempo di dupli­
cazione 6om). D alla relativa cultura è stato prelevato un inoculo che è stato

fatto crescere su terreno privo di Mg++. L a curva di crescita o ttenuta è la 
curva I. U n  inoculo prelevato da questa seconda cultura è stato nuovam ente 
fatto crescere su terreno privo di Mg++ e la relativa curva di crescita è la 
curva IL  Come si vede si ha un apparente lag di circa 30h, dopo di che la 
crescita avviene regolarm ente con tempo di duplicazione di circa u n ’ora e 
mezza. D a questa terza cultura è stato nuovam ente prelevato un inoculo 
che è stato fatto sempre crescere su terreno privo di Mg++. La curva di cre­
scita relativa (curva III)  non m ostra praticam ente lag. Sono stati eseguiti 
in seguito numerosi altri successivi trap ian ti su terreno esente da M g++ e 
le relative curve di crescita hanno sempre m ostrato queste stesse caratteristiche.
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Ci siamo quindi proposti di accertare se le capacità dei batteri dei io  ceppi 
selezionati, di vivere e moltiplicarsi su terreno privo di M g++, corrispondesse 
a un carattere ereditario o fosse semplicemente un adattam ento delle cellule 
batteriche alle nuove condizioni ambientali.

A  questo scopo i batteri di uno dei ceppi selezionati, sono stati fatti cre­
scere su terreno completo, trapiantando alla fine di ogni curva di crescita un 
inoculo su nuovo terreno pure completo. In  fig. 2 sono m ostrate cinque di 
queste curve di crescita consecutive.

Alb inizio della fase stazionaria della 5a curva di crescita su terreno com­
pleto, un inoculo è stato poi trapiantato  su terreno privo di magnesio. Si è 
ottenuta una curva di crescita norm ale (curva I Mg~ di fig. 3) e un successivo 
trapianto  sempre su terreno privo di magnesio ha dato luogo a curve di 
crescita senza lag, il che dim ostra che i batteri discendenti dal ceppo selezio­
nato, pur essendosi lungam ente m oltiplicati su terreno normale, non hanno 
perduto la capacità di svilupparsi su terreno privo di magnesio.

D a questa e altre analoghe esperienze eseguite su altri ceppi, ci sem bra 
quindi di poter concludere che i dieci ceppi da noi selezionati corrispondono 
molto probabilm ente a m utan ti di E . coli B S R 5 .  Sono attualm ente in corso 
esperienze dirette a caratterizzare meglio questi ceppi e a studiarne le proprietà 
e caratteristiche sia stru ttu rali sia funzionali.
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