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GENEMCA BATTIERICA

GENI POSSONO CAMBIARE

[: RICOMBINAZIONE
scambio di materiale genetico tra 2
DNA simili (omologhi),

dando origine a caratteristiche

errore che si verifica nella genetiche nuove

trasmissione delle cellula donatrice - cellula ricevente

informazioni genetiche da una

cellula all'altra




GENEMCA BATTIERICA

—
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IL BATTERIO E L'ESPRESSIONE

( ) DI UN CODICE
GENETICO ( )
W
FENOTIPO BATTERICO FENOTIPO BATTERICO
Il fenotipo & determinato da Le caratteristiche che permettono
caratteristiche: di identificare un batterio sono la
dstrutturali sua capacita di:
Ofisiologiche Qutilizzare certe sostanze come
Ometaboliche fonte di C

Odare reazioni colorate
{ \ ‘ Outilizzare certi aminoacidi. \
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GENEMCA BATTIERICA
GENOTIPO BATTERICO

DNA CIRCOLARE
- DNA PLASMIDICO

Un batterio possiede circa 5000-
6000 geni = 5/6 milioni di nucleotidi
(PM = 3 miliardi di daltons).

Alcuni plasmidi sono dotati di

particolari geni che permettono loro
di replicarsi in modo indipendente dal
DNA cromosomico e di avere vita

autonoma.




GENEMCA BATTIERICA

MUTAZIONI BATTERICHE

L'evoluzione dei batteri ha avuto come punto di partenza un
microrganismo ancestrale dal quale, attraverso innumerevoli
variazioni, sono originate, differenziandosi, tutte le attuali

specie.
Questo processo puo essere determinato da:

VARIAZIONI GENOTIPICHE VARIAZIONI FENOTIPICHE
Ilﬂ Trasmesse ereditariamente ||ﬁ Non ereditarie

IIa Non influenzate dall'‘ambiente "ﬁ Adattamento fisiologico

(ambiente)

Interessa una percentuale .

"ﬁ limitata della popolazione "ﬁ Reversibili
‘a T T Non interessano il genoma

batterico



GENETCA BATMIERICA
MUTAZIONI BATTERICHE

Variazioni a livello di colonia (derivano da mutazioni geniche)

Colonie S (smooth) colonie lisce, convesse, margini regolari,
lucide. I batteri in fase S sono virulenti, con capacita
metaboliche maggiori, forniti di capsula.

Colonie R (rough) colonie rugose, margini irregolari, opache.

Variazione H Variazione O

(colonie con alone intorno, per (senza aloni e corrisponde

la presenza del flagello). all'antigene somatico).




GENEMCA BATTIERICA

MUTAZIONL BATERICHE

prodotte da agenti

mutageni

» di natura fisica (raggi X,
U.V.)

» 0 di natura chimica

avvengono raramente (una
su un miliardo)

(analoghi della timina e
dell’adenina, basi
azotate, idrossilammina,
ecc).




| GENEMCA BATTIERICA
\

MUTANTT NUTRIZIONALI O AUXOTROFI

batteri che, in seguito alla mutazione, non sono piu in grado di
sintetizzare determinati composti.

I batteri auxotrofi sono sfruttati in vari tipi di industria
(farmaceutica, alimentare ecc.) per il dosaggio (titolazione
biologica) di determinate sostanze: la loro crescita rivela la
presenza di quantita anche infinitesimali di quelle sostanze
dalle quali il batterio é dipendente (es. Vit.B12).




GENEMCA BATTIERICA

MUTAZIONI PUNTIFORMI

Le mutazioni interessano una sola base e possono avvenire
attraverso meccanismi diversi

%> TRANSIZIONE q DELEZIONE
sostituzione di una pirimidina perdita di una sola base
con un‘altra pirimidina o di (mutazione per sfasamento -
una purina con un'altra purina framz =ri7), letale perché il
(silente). DNA dopo la mutazione non é

letto correttamente

) TRANSVERSIONE mmmm))> |NSERZIONE

una purina e sostituita da di una sola base (mutazione
una pirimidina e viceversa; per sfasamento), letale
(silente)

A
4 {
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REPLICA-PLLATING

E. ZImmer Lederbergh

piastre senza penicillina

colonie resistenti e sensibili piastre con penicillina

Crescono
tutte le colonie
seminate

substrato |

| con peni-

cillina B
Crescono
solo colonie
resistenti alla
penicillina

assenza di crescite crescita
(colonia sensibile) (colonia resistente)

11 metodo per la selezione indiretta di mutanii con 'uso del «replica plating ».



REPLICA-PLLATING

E. Zimmer: Lederbergh

mmmmm) | batteri sono tutti resistenti 227?

~ HA SENSO 277




REPLICA-PLLATING

E. Zimmer: Lederbergh

mmmmd | a penicillina ha indotto resistenza
(Lamarck)

@@@%

| batteri erano resistenti prima del
. , .

™M q conta{tto con la Qemcnllma, ’ambiente

seleziona mutazione favorevole

(Darwin)

-



RERPLICA-PIEATNNG
E. ZImmer Lederbergh

Wiastre senza penicillina

colonie resistenti e sensibili piastre con penicillina

{ substrato |

-C)l con peni-

cillina

\__/ 7 crescono solo colonie
penicillino-resistenti

assenza di crescite crescita
(colonia sensibile) (colonia resistente)

11 metodo per la selezione indiretta di mutanii con 'uso del «replica plating ».




REPLICA-PLLATING

Lederbergh

Superficie di
velluro (sterile)

Piastra madre con

crescita di colonie
su cui ¢ premuto
il velluto

Piastra madre con Piastra madre con
terreno ricco terreno minimo

Incubazione

Mutante
auxortrofo

a
Colonia &=—g¢
mancante

Piastra di replica con Piastra di replica con
rerreno ricco rerreno mmnimo




RICONMBINAZIONE GENICA

E' il processo mediante il quale due molecole di DNA
realizzano lo scambio di regioni omologhe dando origine a
strutture cromosomiali con nuove combinazioni di geni.
Nei batteri la ricombinazione coinvolge il genoma di due
cellule con caratteristiche di unidirezionalita:

una donatrice, l'altra ricevente.

La II\ I
cred
HI\\

I\ -

cevente
Figura 6.2 Ri omb eomol g I)U DN si opera l J| (nick) nella molec:
di legar \DNA glfl )‘3) ento deHaQ a RecA che Ig H
in maniera idonea da entire I appai nto con l'altra r ola di DNA,; 4) si
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RICONMBINAZIONENEIFBATTERI

TRASEERIMENTO GENETICO
O RIZZACINITAE =

RECOM




RICONMBINAZIONENEIFBATTERI

/e ¥ VIECCANISMI DIFTRASEERIMENTO
| | GENICONEIBATMERINORIZZONTALE)

( oz trasformazione

OMNA&A—ConiErireg wirna=

C ©.P. < © ) tasduzione

Croaree =1
G conluga2|one

Fle=mid-coibsin ing do nar




TRASEORMAZIONE

(GRIEEITH, 1928 studi sulla pelmonite da Streptococcus pneumoniae)

Pneumococchi capsulati, Pneumococchi capsulati, Pneumococchi vivi non
virulenti, S I, uccisi al calore virulenti, S I, vivi virulenti, R I, non capsulati

Il topo sopravvive

11 topo sopravvive Il topo muore

Pneumococchi vivi non
virulenti, R II, non capsulati

Pneumococchi capsulati,
S 1, uccisi al calore

11 topo muore

\
- + WD

Pneumococchi vivi capsulati, virulenti,

§ I pit alcuni pneumococchi vivi R 11, Figura 6.3 Esperimenti di Griffith: scg
senza capsula isolati dal topo morto perta della trasformazione.
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TRASEORMAZIONE

I batteri R incorporano nel cromosoma frammenti di DNA liberatisi
dai batteri S lisati, contenenti i geni per la costruzione della
capsula

Nel 1944 O. Avery, C. MacLeod e M. McCarty dimostrarono che il
principiortrasformanierera IiFDINA

Esperimenti di Griffith segnano la /i<cire cl2lfe o2zricer lalgdof =

(in quegli anni si riteneva che l'informazione genetica risiedesse nelle

proteine!
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Nel (9575 J Werson = 7 Crics determinarono la struttura del DNA.
Nel 1962 Watson, Crick e Maurice Wilkins ottennero il Premio
Nobel per la Medicina per la scoperta della struttura del DNA.
Anche se non avevano pit nulla da temere, poiché il Nobel viene
conferito solo a persone viventi, non riconobbero il contributo di

Rosalind Franklin neppure durante il loro discorso di ringraziamento.

Rosalind Franklin

Chimica e fisica britannica
(Londra, 25 luglio 1920-1958)
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DNA «rubato»

Nei libri di scuola si legge che la struttura del DNA e stata scoperta da Francis
Crick e James Watson nel 1953 ma, in realta, fu Rosalind!! Fu lei a fotografare
ai raggi X la doppia elica. | colleghi non volevano la sua presenza in
laboratorio e Spesso deridevano i suoi risultati!
Dopo la guerra si trasferi a Parigi per specializzarsi nella tecnica della
diffrazione ai raggi X, usato per molecole di grandi dimensioni, come la
struttura del carbonio. Per le sue competenze fu invitata al King’s College di
Londra dove erano iniziate le ricerche sul DNA. Alla stessa ricerca
lavoravano all’Universita di Cambridge il biofisico Maurice Wilkins (1916), il
biologo James Watson (1928) e il biochimico Francis Crick (1916).

Rosalind realizzo un particolare dispositivo per scattare fotografie ad alta
definizione di singoli filamenti di DNA e ottenne una serie di immagini per
diffrazione dei raggi X. Defini anche due caratteristiche strutturali del DNA: la
forma ad elica, e la forma B, in cui due catene molecolari formate da gruppi di
zuccheri e di fosfati sono rivolte verso I'esterno, mentre le basi nucleiche si
trovano tra queste catene. Watson si impossesso dei dati delle immagini
realizzate da Rosalind con i raggi X, provenienti dal laboratorio della
scienziata e su questi fondo con il collega il celebre modello a doppia elica.




TRASEORMAZIONE

Non richiede uno stretto contatto cellula-cellula
Utilizza DNA libero (ESOGENO)

Il DNA esogeno & un DNA trasformante se:

= Eq doppia elica

y . /%A'
< % alrala

=) Ha PM uguale o maggiore a 1x10¢ daltons

N »Ha elevato grado di omologia con il DNA della
cellula ricevente (ceppi stessa specie o specie vicine)

02



TRASEORMAZIONE

Le cellule in grado di captare il DNA libero si
trovano in uno stato fisiologico detto

COMPETENZA

Dal punto di vista metabolico nelle cellule
competenti si ha:

| IIa Arresto della sintesi di DNA

e
74

LN

IIﬂ Rallentamento sintesi del cell-wall

> Aumento sintesi proteica ecc.
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TRASEORMAZIONE

La competenza si instaura in momenti precisi della fase di

crescita batterica

In Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae, Bacillus
subtilis si ha nell'ultimo periodo della fase esponenziale
In Neisseria meningitidis si ha all'inizio della fase logaritmica di

crescita

24



TRASEORMAZIONE

# %.asformazione Frammento di DNA del

sn-;-/%_ " batterio donatore

La cellula ¢
streptomicino sensibile

Cellula recettrice




TRASEORMAZIONE

Un doppio cross-over e necessario per inserire il
DNA trasformante nel cromosoma.




TRASEORMAZIONE

NEIBATTTERI GRAVM POSITIVI

(b) Trasformazione

(a) Sviluppo della competenza

Fattore
di competenza

Nucleasi

Proteine

DNA-binding
AN R
f_{_}[‘"‘xyi} )

dsDNA 8

Proteine
specifiche
o 9
Q909
o v
J Filamento
Trasformazione in batteri Gram positivi. residuo di DNA

Figura 6.4




TRASEORMAZIONE

NEIBATTERI GRAMINEGATIVI
HAEMOPHILUS INFLUENZAE

600 sici
(~1 ogni 4000 basi)

Il recerrore di membrana
lega il DINA trasformante
di 30-50 kb

Il DNA rrasformante
& carturato dal
rrasformasoma

La ricombinzionc
avviene rapidamenre

mediante spostamento
della singola elica

5 MINUTL

Recettore di membrana

Trasformasoma

""" Cromosoma
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TRASEORMAZIONE

HAEMOPHILUS INFLUENZAE

La competenza insorge come conseguenza della crescita in un terreno ricco

Solo DNA omologo si lega alle cellule riceventi e viene adsorbito (stessa
specie di Haemophilus o specie strettamente correlate)

DNA omologo contiene una sequenza di basi (11 coppie) ripetuta 600 volte
sul DNA cromosomiale

Sulla membrana esterna delle cellule competenti ci sono 10 strutture
vescicolari (protusioni con pori) contenenti una proteina che lega il DNA
trasformante a doppia elica

Le vescicole esterne scompaiono, mentre compaiono all'interno della
membrana i 1./ 2720, " (DNA omologo + superficie vescicole =
invaginazione e intrappolamento DNA)

DNA nei trasformasomi non é attaccabile dalle DNAsi

DNA resta nei trasformasomi e ne esce sottoforma di singola elica solo
prima della ricombinazione




ABCDE'F

E. coli
incapace di
sintetizzare

I nutrienti
A,BeC

E. coli mutati
seminati su rerreno
minimo privo dei
nutrienti

\

Nessuna
crescita

Insieme
dei due ceppi

A'B'C'D'E'F*

Crescita ceppi
ricombinanti

CONIUGAZIONE

A*‘B*'C'DEF-

E. coli
incapace di
sintetizzare
I nutrient

D,EeF

E. coli mutati
seminati su terreno
minimo privo
dei nutrienti

\

Nessuna
crescita




CONIUGAZIONE

OMOLOGIA STRUTTURALE
con il cromosoma di E.coli

> 90% DNA di F ha 6+C =

La coniugazione fu spiegata solo DNA cromosoma

qgaundo venne scoperto il
Fattore F > 10% DNA di F ha contenuto

‘ suo peculiare

FATTORE SESSUALE F =
DNA CIRCOLARE




CONIUGAZIONE

BATTERICA

Contiene un plasmide F
(=fattore di fertilita)

Esite in due forme F+ e Hfr
Non contiene F

Chiamato F-

32



CONIUGAZIONE

CARATTERISTICHE DI F

l~> Citoplasmatico (plasmidio)

4o . Replicone indipendente con elevata frequenza
v o P di replicazione
Ay P

M

Determina sintesi dei PILI SESSUALI o PILI F

v mmmp (ogni cellula F+ presenta 1-2 pili F) >PONTE DI
= CONIUGAZIONE

Q/ Trasferimento F+ > F- (diventa F+)

.



CONIUGAZIONE

4

I

“Pili comuni -

A




@10)\ [UJETAVZ (@) \| =
PLASMIDE F

Tn1000 SO

region

Punto di
origine del




CONIUGAZIONE

DaF+ a F-

F F
{donatore) (ricevente)
FASE 2

FASE 3

F* F'

Figura 6.9  Trasferimento del fattore F per coniugazicne in un

incrocio F* F~




CONIUGAZIONE

F+ > Hfr

a\\\\uu/,

S batterico
7 \\\
¢ MmNt e

,/)m
N

o
T N

\\\\lll,

-

o

Integrazione del
fattore F nel cromosoma

Sigura 6.10 Passaggio del fattore F dalla condizione citiplasma-
3 (plasmide) a quella cromosomiale (episoma Hfr).



CONIUGAZIONE

Da Hfr a F-

Cellula Hfr Cellula F

10 MINUTI

Residuo del fattore F

20 MINUTI

Interruzione

Scambio genetico
tra SCqUEllZC
omologhe

igura 6.11 Trasferimento del DNA cromosomiale in un incrocio



CONIUGAZIONE Hfr:

= = F factor ® ® ¢ ¢ =genes

Hfr donor (dominant alleles) F~ recipient (recessive alleles)

4. 1l ponte di coniugazione ¢ fragile e pud rompersi in
qualsias1 momento; di conseguenza le cellule recettrici
ricevono solo un frammento di F e qualche gene del
Ccromosoma




CONIUGAZIONE Hfr:

Y - F factor ® ® ¢ ¢ =genes

Hir donor (dominant alleles) F recipient (recessive alleles)

6a. L’ intero cromosoma passa nella cellula recettrice
solo nel 2% de1 cast; la cellula diventa allora Hfr




MAPPA GENETICA

igura 6.12 Mappa genetica (parziale) di Escherichia coli.




CONIUGAZIONE

Da Hfr+ a F

Figura 6.13 Distacco del fattore F dal cromosoma.




TRASPOSONI

Sono caratterizzati da un gene

Sono dei segmenti DNA mobili
che si spostano da una zona

\ che codifica per la TR2ASPOSAS],
all'altra del cromosoma

, che catalizza la loro inserzione in
JUWIFINIE G ENES) |

un nuovo sito e media il

trasferimento

La sequenza genica che si muove é detta
SLEVIENTO IIRASPONISIES 0 TRAS POS 0N =

43



, TRASPOSONI

P
~ 7
S
I trasposoni possono integrarsi in molte sequenze di DNA non omologhe e
si possono spostare («saltare») in posizioni nuove sullo stesso cromosoma

o su plasmidi o fagi. I plasmidi dei batteri e i virus possono funzionare
come vettori, trasportando geni da un cromosoma a un altro.

gene della
resistenza ad

gene della un antibiotico
TRASPOSASL. M 0

\t'c\""’o

g ——— R
—7 RS .
promotgre’ -
Oﬁeratore




TRASPOSONI

plasmidi non contengono geni

per la propria replicazione,

L. La trasposizione € un evento raro
pertanto la loro replicazione

: : : che si verifica con una frequenza
dipende dalla loro integrazione

: : da 10-5 a 10-7 per generazione
in un replicone

45



TRASPOSONI

Nel procarioti sono stati identificati
due tipi di trasposoni

I TRASPOSONI SEMPLICI

(IS= sequenze di inserzione) sono corti, 750-2000 paia di
basi, che codificano solo per la TRASPOSASI
(trasferimento).

designati con IS + un numero in corsivo es.: IS1, IS2, IS3

1S

Sequenze di inserzione




TRASPOSONI

/7
&%

i

Nel procarioti sono stati identificati
due tipi di trasposoni

| TRASPOSONI COMPLESSI

sono molto pit grandi e portano geni che codificano anche per
altre proteine;

si trovano in mezzo a due (IS) una a ogni estremita
Designati con Tn + un numero in corsivo Es. Tn5, Tnl10

Elementi genetici mobili

IS50L

kan str bleo

i — Trasposone

—_—




IIAS R OS] 4 [0))\| =
MECCANISMO

TAGLIA E INCOLLA REPLICATIVO

il frasposone viene tagliato il frasposone ¢é replicato: una

dalla sua posizione nella copia rimane nella posizione di

sequenza di DNA ed é inserito origine e un'altra & collocata in

in un nuova posizione una nuova

____> SONO FACILMENTE IDENTIFICABILI perché PROVOCANO
MUTUAZIONI
5 SE UNO DI TALI TRASPOSONI VIENE INSERITO IN UN
| GENE, QUESTO NE RISULTA INATTIVATO




IIAS R OS] 4 [0))\| =

I geni che fanno parte di un

possono
spostarsi da un punto all'altro
dello stesso cromosoma o da

un cromosoma a un altro.

49

sono spesso parti di
trasposoni complessi e cio spiega
come mai possano essere
velocemente trasferiti da un
plasmide a un altro plasmide, da
un plasmide a un cromosoma
batterico e poi ancora a un

plasmide.




TRASDUZIONE

Batteriofago lambda




TRASDUZIONE

CICLO LITICO E CICLO LISOGENO




TRASDUZIONE

, Bacterial
. chromosome

GENERALIZZATA
-1

Phage injects DNA
into bacterial cell.

Bacterial DNA is
fragmented as
phage replicates.

Fragment of bacterial
DNA is incorporated
into phage head.
Bacterial cell is lysed,
and new phage is
released.



TRASDUZIONE

GENERALIZZATA

Fragment of bacterial
DNA is incorporated
into phage head.
Bacterial cell is lysed,
and new phage is
released.

Phage containing
bacterial DNA infects
new cell.

Genes from first bacterial
host are incorporated into
chromosome of new hos



TRASDUZIONE

GENERALIZZATA E
Jaiaicne Bigics, ABORTIVA

degradazione del DNA
della cellula ospite

Replicazione fagica

Assemblaggio fagico
di DNA virale

" e barterico

La cellula va incontro a lisi,
il fago trasducente

)\ inferra un’altra cellula

/e trasferisce il DNA
dalla cellula donatrice

Degradazione

del DNA trasferito

Integrazione ¢

Trasduzione efficace Trasduzione inefficacg
(abortiva)



TRASDUZIONE

SPECIALIZZATA

Phage DNA incorporating
some bacterial genes.

Prophage :
.

\ Induction ||Prophage is incorrectly
) gf the excised from
Bacterial [lytic cycle. ||bacterial chromosome.
chromosome
Host cell

chromosome

acquires both phage
DNA and genes

M previous host.

replicates.

Bacterial cell is
lysed; phages
are released.

Phage incorporated

Phage infects new

host cell.

into chromosome.




TRASDUZIONE

SPECIALIZZATA
A phage

T Attachment site

=STmm.... E. coli
: gal bio chromosome

-

Integration enzymes

3. integrated into E. colichromosome

%_: ‘-’\;}‘?%

E. coli chromosome



TRASDUZIONE

GENERALIZZATA

DNA incorporato rappresenta

. "REQUENZA, DT | :
1-2 centesimi del cromosoma 2 EEREQUEINZASDIRUINEC - )

intero. bassa perché il frammento di DNA

trasdotto non presenta sempre gli

stessi geni
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TRASDUZIONE
SPECIALIZZATA

puo rimanere tale a lungo

La situazione puo essere interrotta

spontaneamente quando una piccola aliquota di cellule di una

popolazione lisogena subisce la lisi ad ogni generazione

per induzione da UV, shock termico, altre radiazioni, ecc.

Il profago e di norma REPRESSO nella cellula da un

repressore citoplasmatico codificato dallo profago




Nei batteri lisogeni il DNA
del profago si replicacon il
cromosoma, mai suoi geni

non vengono, di regola,
trascritti ed espressi e non
esercitano influenze
fenotipiche nella cellula

ospite (batterio).

CONVERSIONE FAGICA

0 LISOGENICA

In alcuni casi, una frazione del
genoma fagico non subisce
guesta forma di regolazione

repressiva e puo specificare la

sintesi di un prodotto genico che

arricchira il fenotipo della cellula

batterica di un nuovo carattere

).



CONVERSIONE FAGICA

—_—
-
—

I invece di La conversione fagica non e un
essere represso produce, e meccanismo di scambio genetico
quindi, esprime perche il carattere che conferisce

fenotipicamente, alcuni suoi alla cellula lisogena e controllato

geni. da un gene fagico e non batterico

(




CONVERSIONE FAGICA

i ommmp Tossina del Clostridium botulinum

% Enterotossina, leucocidina di Staphylococcus aureus

s Tossina eritrogenica di Streptococcus pyogenes

— Antigeni di Salmonella, Shigella, Pseudomonas
— 7 aeruginosa

-



Tabella 6.2 Esempi di alcuni fattori di patogenicita e virulenza codificati da geni batteriofagici.

CONVERSIONE FAGICA

Proteina Gene Batteriofago Batterio
Esotossine:
Tossina difterica Tox B C. diphtheriae
Tossine botuliniche Ccl, d Cl, dlead C. botulinum
Tossina colerica CixAB CTXD V. cholerae
Tossine di Shiga stx1, stx2 H-19B, 933W E. coli
Enterotossine vari (entA, see, ecc.) vari (@315, ®13, ecc.) S. aureus
Tossina esfoliativa A eta DETA S. aureus
Leucocidina pvi DPVL S. aureus
Superantigeni vari (spe-, ecc.) 8232.1 S. pyvogenes
(tossina eritrogenica) (T12)
Antigeni modificanti I'LPS:
Glicosidasi Ag O gtr P22 S. enterica
Acetilasi Ag O oac Sfé S. flexneri
Glucosiltransferasi gtrll Sl (V, X) S. flexneri
Enzimi:
Superossido dismutasi sodC Sp4 (10) E. coli 0157
Superossido dismutasi sodC-{, sodC-Ilf GIFSY-2, Fels-1 S. enterica
Neuroaminidasi nanH Fels-1 S. enterica
laluronidasi hylP H4489A S. pyogenes
Stafilochinasi sak D13 S. aureus
Fosfolipasi sla 3154 S. pyogenes
DNasi/streptodornasi sdn, sda 315.6, 82325 S. pyogenes
Resustegzl\:le Siero: bor, eib A, simil-A E. coli
A\'/‘i'rhflgtr:;;" gtgE GIFSY-2 S. enterica

a OMP, proteine della membrana esterna; @ (fi); A (lambda).



Per qualunque domanda o problema
puoi contattarmi al

> Tel: 3386428032

» e-mail: vivian.tullio@unito.it







