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Biofisica. —  Effetti di piccole concentrazioni di timina esogena sul 
comportamento di un mutante thy~ di E. coli <*>. Nota <**> di A n n a  

M ar ia  S a lvato re , presentata dal Corrisp. M . A g e n o .

Summary. — In this research the behaviour of an auxotrophic strain of E. coli 
in the presence of different concentrations of thymine in a synthetic growth medium 
has been determined.

Experimental growth curves have shown that at low concentrations of thymine 
( <  0.05 [xg/mi) the bacteria underwent the thymineless death, although the “ death 
rate ” of the cells was in this case considerably reduced.

At thymine concentrations between 0.05 and 0.12 fxg/ml, the number of viable 
cells remained constant for several hours.

Still higher concentrations of thymine allowed cell division to proceed, although 
with considerably longer generation times than those typical of normal growth.

Ai primi lavori di Barner e Cohen nel 1954 [1-3] hanno fatto seguito 
numerosi tentativi da parte di altri ricercatori di spiegare la « morte » delle 
cellule per mancanza di timina ma, nonostante la gran quantità di dati raccolti, 
il fenomeno non è stato ancora chiarito.

Con « morte per mancanza di timina » (t.l.d.) si indica il particolare com­
portamento osservato in cellule incapaci di sintetizzare timina quando queste, 
in fase di crescita esponenziale, vengono trasferite in un terreno di coltura 
mancante di timina (— T). A 37 °C, il numero delle cellule vitali non dimi­
nuisce [4] per i primi 30 minuti circa a partire dal trasferimento nel mezzo 
(— T), poi, in modo brusco, le cellule incominciano a perdere esponenzial­
mente la capacità di riprodursi, con un tempo di dimezzamento t '  di 10-12 mi­
nuti [5].

Nessuna delle numerose ipotesi avanzate finora, per esempio la rottura 
in più punti di una [6-7] o di entrambe [8] le eliche della molecola di DNA 
o il verificarsi di errori « irreparabili » nella replicazione [3-9], forse attraverso 
la sostituzione nel DNA di molecole di timina con uracile [10] o con N-metil- 
amino purina [11], sembra capace di fornire una spiegazione convincente di 
tutti gli aspetti del fenomeno di t.l.d.

Si può però ora escludere con certezza l’ipotesi avanzata più volte che 
molecole di timina siano direttamente coinvolte nella sintesi di qualche com­
ponente delPinvolucro cellulare [12-13] o nella formazione del setto [14]. Risul­
tati sperimentali ottenuti nel nostro laboratorio [4] mostrano infatti che il 
processo di divisione cellulare non è influenzato, almeno inizialmente, dalla

(*) Ricerca finanziata dal Consiglio Nazionale delle Ricerche.
(##) Pervenuta all’Accademia il 20 luglio 1982.
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mancanza di timina esogena: durante i primi minuti nel mezzo (— T) le cellule 
continuano a dividersi normalmente con t  uguale a quello pre-shift.

Altri risultati sono derivati inoltre dall’analisi biochimica di cellule in 
condizioni di t.l.d., per esempio l’accumulo di molecole di deossiadenosina 
trifosfato (dATP) che si produce nelle cellule trattate [5], e dallo studio della 
produzione di fagi o colieine [15, 16, 17] indotta in alcuni ceppi di E . coli dalla 
privazione di timina. Ancora, lo studio della sensibilità alla t.l.d. di mutanti 
ree ha suggerito un possibile ruolo che l’endonucleasi V avrebbe nel proteg­
gere le cellule dalla « morte » per assenza di timina [18].

Questi risultati sembrano però aver messo in luce effetti probabilmente 
solo secondari del fenomeno senza aver dato alcuna indicazione chiara sui reali 
meccanismi d’azione.

La grande quantità delle informazioni raccolte fino ad oggi, i numerosi 
tentativi e le ipotesi diverse ancora in discussione mostrano quindi una feno­
menologia particolarmente complessa.

I problemi legati allo studio dei mutanti auxotrofi per la timina conservano 
tuttavia Tinteresse iniziale: la conoscenza del meccanismo di t.l.d. e la possi­
bilità, variando la concentrazione di timina del mezzo, di produrre variazioni 
nella durata del ciclo di replicazione del DNA promettono ancora, infatti, di 
fornire informazioni importanti sui principi generali di regolazione dei pro­
cessi cellulari.

I risultati sperimentali presentati qui sono i primi risultati ottenuti quindi 
nel tentativo di riaffrontare in modo diverso il problema. Si vuole tentare cioè 
di scoprire aspetti nuovi del fenomeno attraverso uno studio dettagliato del 
comportamento di batteri thy~ in presenza di piccole quantità di timina nel 
brodo di coltura.

Batteri e condizioni di crescita

I batteri usati per questi esperimenti sono del ceppo TAU di E . coli 
precedentemente descritto [19].

Le colture sono state incubate aerobicamente a 37 °C in terreno sinte­
tico M9 al quale sono stati inoltre aggiunti, oltre a timina, L-arginina (100 p.g/ml), 
uracile (10 p.g/ml), L-prolina (45 p.g/ml), L-metionina (45 fjig/ml), L-tripto- 
fano (45 [jLg/ml), ed L-leucina (20 jjig/ml).

II numero delle cellule vitali è stato determinato mediante conteggio delle 
colonie su agar. All’agar molle sono stati aggiunti timina, L-arginina ed uracile.

Il trasferimento delle cellule dal terreno ad alta concentrazione di timina 
a quello a concentrazione più bassa è stato ottenuto diluendo la coltura, a 37 °C, 
in terreno privo di timina.

Per lo studio delle cellule in completa assenza di timina nel mezzo la 
coltura è stata indifferentemente filtrata (filtri millipore, 0.3 p., 25 mm) o 
diluita di un fattore 2000 in terreno privo di timina. Il comportamento delle 
cellule, come verificato sperimentalmente, è infatti uguale nei due casi.

5. — RENDICONTI 1982, vol. LXXIII, fase. 1-4.
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t ( m i n )

Fig. 1. -  Comportamento dei batteri TAU in funzione della concentrazione 
di timina esogena. Le curve I-VI corrispondono nell’ordine alle concentrazioni 

di timina di 0, 0.02, 0.04, 0.06, 0.15 e 20 y/ml.
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R isultati

A partire dalla completa assenza di timina nel terreno di coltura, il com­
portamento delle cellule è stato studiato a concentrazioni via via più elevate 
fino a quelle che consentono ai batteri TAU un normale andamento di crescita 
esponenziale ( t  =  40-45 min).

Per ogni concentrazione di timina studiata è stato determinato in funzione 
del tempo il numero di cellule vitali mediante conteggio delle colonie su agar.

Le curve sperimentali riportate qui rappresentano il comportamento delle 
cellule subito dopo un shift (al tempo t  =  0 min) da un mezzo ad alta concen­
trazione di timina, in cui le cellule sono in fase di crescita esponenziale, a quello 
a concentrazione di timina più bassa.

Fig. 2. -  Curve di sopravvivenza delle cellule TAU in presenza delle concen­
trazioni di timina di a) 0, b) 0.002, c) 0.02 e d) 0.04 y/mi.
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La concentrazione di timina nelle condizioni iniziali di crescita, 2 jjig/ml 
in tutti gli esperimenti descritti, è la concentrazione minima che consente ai 
batteri di questo ceppo una normale velocità di crescita ( t  =  40-45 min).

I risultati ottenuti sono riassunti in un quadro generale in fig. 1.
Nelle figure successive sono riportati i risultati in dettaglio: le curve 

sperimentali sono state ora divise in gruppi che individuano, ciascuno, inter­
valli di concentrazioni di timina entro i quali il comportamento delle cellule 
è qualitativamente lo stesso.

Le curve in fig. 2 mostrano il caratteristico andamento di « morte » osser­
vato in completa assenza di timina continua a manifestarsi anche per piccole 
quantità di timina nel mezzo. L’intervallo di concentrazioni individuato è com­
preso, per i batteri del ceppo TAU, tra 0 e 0.04p,g/ml. L’esame di questo 
gruppo di curve indica una durata costante, circa 30 minuti, del periodo di 
tempo che precede la fase di perdita di vitalità delle cellule ma le diverse 
concentrazioni di timina nel mezzo influenzano fortemente il tempo di dimez­
zamento dei batteri, t ' ,  inizialmente 8-10 minuti, aumenta infatti rapidamente 
fino al valore di 75 minuti all’aumentare della concentrazione di timina nell’in­
tervallo indicato.

Fig. 3. -  Curva di soprav­
vivenza di E. coli TAU in 
assenza di timina. Prima 
del trasferimento nel mez­
zo (—T) le cellule si di­
vidono ogni 23 minuti.

Il risultato riportato in fig. 3 indica ancora un altro aspetto nuovo: la 
rapidità del fenomeno di « morte » non è solo funzione della concentrazione di 
timina ma dipende anche dal tempo di generazione delle cellule al momento
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del trattamento. Quando batteri TAU in crescita molto rapida ( t  =  23 min) 
sono stati infatti sottoposti a t.l.d. il valore di t '  trovato è di soli 5 minuti [4].

Per concentrazioni di timina appena superiori a 0.04 (xg/ml il comporta­
mento dei batteri studiati cambia improvvisamente (figg. 4 e 5). Dalla concen-

o 40 8o 12o
t (m in)

Fig. 4. -  Curve di crescita di E. coli TAU in presenza delle 
concentrazioni di timina di a) 0.05, b) 0.06, c) 0.08 y/ml.

trazione di 0.05, infatti, fino a quella di 0.12 [xg/ml, una frazione di cellule non 
inferiore al 50% del numero iniziale è in grado di dividersi una volta nel nuovo 
mezzo, poi nessuna cellula perde la capacità di riprodursi per un lungo inter­
vallo di tempo della durata di almeno quattro ore (gli esperimenti non sono 
stati portati avanti per un tempo più lungo).
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Fig. 5. -  Curve di crescita di E. coli TAU in presenza delle concentrazioni 
di timina di a) 0.10 e b) 0.12 Y/ml.

Ancora diversi sono gli andamenti di crescita osservati nel piccolo inter­
vallo di concentrazioni di timina compreso tra 0.15 e 0.30 [xg/ml. In queste 
condizioni (fig. 6) tutte le cellule si dividono una volta alla stessa velocità 
pre-shift, una piccola frazione di queste si divide poi rapidamente una seconda
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t (min)

Fig. 6. -  Curve di crescita di E. coli TAU in presenza delle 
concentrazioni di timina di a) 0.15, b) 0.20 e c) 0.30 y/ml.

volta, quindi la curva di crescita riassume un andamento esponenziale ma con 
un t ora molto più lungo di 40 minuti.

In presenza di concentrazioni di timina superiori a 2 [ig/ml, fino a quella 
studiata di 20 (xg/ml, è stato poi osservato un normale andamento esponenziale 
di crescita senza nessuna variazione apprezzabile di t .

D iscussione

Lo studio descritto dei batteri TAU fornisce ora un quadro completo del 
comportamento di questi batteri in risposta a variazioni della concentrazione 
di timina nel mezzo di coltura.
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I risultati ottenuti (fig. 1) sembrano indicare che la capacità delle cellule 
thy-  di riprodursi ed i loro tempi di divisione seguono con una specie di 
« continuità » la diminuzione di concentrazione di timina esogena. L ’aspetto 
nuovo del fenomeno che essi mettono in luce è cioè la presenza, in corrispon­
denza di ben definiti intervalli di concentrazioni di timina, di andamenti di 
crescita « intermedi » tra la normale crescita esponenziale e la « morte » delle 
cellule.

In particolare, il gruppo di risultati in figg. 3 e 4 rivela resistenza di 
condizioni in cui i processi di divisione cellulare sono bloccati in tutte le cel­
lule già 40-50 minuti dopo il momento dello shift ma nelle quali tutte le 
cellule conservano inalterata per un tempo molto lungo la capacità di riprodursi 
non appena venga restituita timina in quantità sufficiente. Questa situazione 
è di particolare interesse: essa suggerisce infatti la possibilità che il fenomeno 
di « morte » delle cellule sia solo la manifestazione ultima di un meccanismo 
che opera già in presenza di concentrazioni di timina più elevate senza però 
produrre ancora in queste condizioni danni cellulari irreversibili.

Un’ulteriore indicazione in questo senso deriva dalle curve di t.l.d. (fig. 5). 
Anche la velocità con cui le cellule perdono la capacità di riprodursi dipende 
infatti dalla concentrazione di timina nel mezzo.

Questi gruppi di risultati aprono quindi un nuovo campo d’indagine.
Ulteriore materiale di ricerca è costituito ancora dalle curve in fig. 2. 

Esse possono consentire infatti lo studio dei meccanismi attraverso i quali 
l’impoverimento del pool di dTTP che si produce nelle cellule riduce la velo­
cità di replicazione del DNA.

Si è fatta qui l’ipotesi, sulla base delle attuali conoscenze, che il solo effetto 
primario di una concentrazione limitante di timina sia quello di produrre una 
diminuzione nella velocità con cui i nucleotidi vengono aggiunti alla catena 
polimerica di DNA in crescita [20-21]. Non c’è però nessuna evidenza speri­
mentale che questi meccanismi e quelli responsabili del fenomeno di t.l.d. siano 
collegati tra loro.

Quest’ultimo gruppo di risultati ripropone comunque un problema più 
generale riguardante l’organizzazione temporale dei processi cellulari. Non è 
ancora chiaro infatti se ed entro quali limiti velocità di crescita delle cellule 
e velocità di replicazione del cromosoma siano tra loro indipendenti come vuole 
il modello proposto da Helmstetter [22]. Nel ceppo TAU, t è indipendente 
da C ma solo per concentrazioni di timina superiori a 2 p.g/ml. (C è il tempo 
impiegato da una forchetta di replicazione a percorrere la lunghezza del cro­
mosoma).

I problemi indicati, posti da questi primi risultati sperimentali, sono attual­
mente oggetto di ricerca.

II presente lavoro è parte di un programma di ricerca finanziato dal 
Consiglio Nazionale delle Ricerche, ed è stato eseguito nel quadro dell’attività 
del gruppo di Biofisica dell’Istituto di Fisica dell’Università di Roma, associato 
al « Centro di studio acidi nucleici », del C.N.R.
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