Problema 1: risposta: a) 5; b) 1, 3, 4, 7, 8, 10; 12;c) 2, 6, 9, 11.

Spiegazione: a) per sintetizzare l’enzima funzionale permeasi i ceppi devono possedere l’allele Y+ ; per sintetizzarlo solo in presenza di lattosio devono avere l’allele normale I+  del gene regolatore, l’allele P+ del promotore e anche l’allele normale O+ dell’operatore; questi 4 requisiti sono presenti solo nel ceppo 5; b) per non sintetizzare mai l’enzima funzionale permeasi i ceppi devono avere almeno una delle seguenti condizioni: I - possedere un allele Y- (ceppi 3, 4, 7, 12); II -  possedere un allele P- (ceppi 1, 3, 7, 8, 12); III -  possedere un allele Is in assenza dell’allele Oc (ceppi 4, 10); c) per sintetizzare sempre l’enzima funzionale permeasi i ceppi devono possedere gli alleli Y+ e P+ e, contemporaneamente, almeno una delle seguenti condizioni: I – possedere un allele I- (ceppi 2, 11); II – possedere un allele Oc (ceppi 2, 6, 9).

Problema 2: risposta: a) 4; b) 1, 3, 5, 6; 12;c) 2, 7, 8.

Spiegazione: a) per sintetizzare l’enzima funzionale -galattosidasi solo in presenza di lattosio i ceppi devono avere simultaneamente le seguenti caratteristiche: I – possedere almeno una terna di alleli P+, O+e Y+ in cis; II - devono avere almeno una copia dell’allele normale I+  del gene regolatore; III – non devono possedere nemmeno una copia dell’allele Is; IV non devono avere nemmeno una copia dell’allele Oc, oppure l’unica copia dell’allele Oc deve essere “neutralizzata” dalla presenza dell’allele P- del promotore in cis; questi 4 requisiti sono presenti simultaneamente solo nel ceppo 4; b) per non sintetizzare mai l’enzima funzionale -galattosidasi i ceppi devono avere almeno una delle seguenti condizioni: I - possedere in omozigosi l’allele Z- (nessun ceppo); II - possedere in omozigosi l’allele P- (ceppo 3); III -  possedere almeno un allele Is in assenza dell’allele Oc (ceppo 5); IV - possedere almeno un allele Is in presenza di Oc in cis con P- (ceppo 1); V possedere una sola copia degli alleli P- e Z- in trans (ceppo 6) c) per sintetizzare sempre l’enzima funzionale -galattosidasi i ceppi devono possedere almeno una coppia di alleli Y+ e P+ in cis e, contemporaneamente, almeno una delle seguenti condizioni: I – possedere due copie dell’allele I- (ceppo 7); II – possedere almeno una copia dell’allele Oc in cis con una coppia di alleli Y+ e P+ (ceppi 2, 8).

Problema 3: risposta: 1 e 6

Spiegazione: in una sequenza palindomica devono essere complementari la prima e l’ultima base, la seconda e la penultima e così via.

Problema 4: risposta: circa 3906.
Spiegazione: poiché ogni nucleotide ha una probabilità di ¼=0,25 di trovarsi in qualsiasi sito di una sequenza casuale di nucleotidi, la probabilità di avere una sequenza di 4 nucleotidi precisi è data dal prodotto della probabilità di trovare ciascuno di essi, cioè è pari a  0,254=0,00390625; moltiplicando questo valore per un milione, si ottiene il numero dei siti di restrizione che ci si aspetta di trovare in una molecola di DNA di un milione di nucleotidi.
Problema 5: risposta: 4096.

Spiegazione: seguendo la stessa procedura del problema precedente la probabilità di avere una sequenza di 6 nucleotidi precisi è data dal prodotto della probabilità di trovare ciascuno di essi, cioè è pari a  0,256=0,000244140625; la lunghezza media, misurata come numero di nucleotidi, che ci si aspetta di trovare fra due successivi siti di restrizione, cioè la lunghezza media dei frammenti di restrizione è l’inverso di questo valore, cioè 1/0,000244140625=4096.

Problema 5: risposta: 
Molecola A: mappa circolare:

… Hind III - 4.000 - Sma I - 2.000- Hind III  - 3.000 - Sma I - 7.000 ….

Molecola B:mappa lineare:

2.500 - Hind III - 4.000 - Sma I - 2.000 - Hind III - 3.000 - Sma I - 4.500
Spiegazione: la molecola A è circolare, dato che il numero dei frammenti di restrizione ottenuti con la digestione con entrambi gli enzimi è pari alla somma dei numeri di frammenti ottenuti con la digestione con Hind III e con Sma I, mentre la molecola B è lineare, dato che il numero dei frammenti di restrizione ottenuti con la digestione con entrambi gli enzimi è pari alla somma dei numeri di frammenti ottenuti con la digestione con Hind III e con Sma I meno 1 (le sequenze dei puntini a destra e a sinistra della mappa di restrizione della molecola A indica la sua saldatura circolare).

Dato che la molecola A è circolare e che in tutto ci sono 2 siti di restrizione sia per Sma I che per Hind III, ciascuno dei quali enzimi rompe la molecola circolare in 2 frammenti lineari di restrizione, le coppie dei siti di restrizione di ciascun enzima possono essere in tandem  (...Hind III - Hind III - Sma I - Sma I...) o alternati (...Hind III - Sma I - Hind III - Sma I...). 
Nel primo caso ci si aspetta che nella doppia digestione ci sia un frammento di restrizione di pari lunghezza rispetto a uno dei 2 frammenti di restrizione di Hind III e un’altro frammento di restrizione di pari lunghezza rispetto a uno dei 2 frammenti di restrizione di Sma I; nel secondo caso ci si aspetta che sommando a 2 a 2 le lunghezze dei 4 frammenti di restrizione dovuti a digestione doppia, in 2 combinazioni diverse, si ottengano le lunghezze dei frammenti di restrizione di Hind III e Sma I; in effetti si verifica questo secondo caso. 
A questo punto occorre allineare i 4 frammenti dovuti alla digestione doppia in modo che sommando la sua lunghezza con quella del frammento adiacente a sinistra si ottenga la lunghezza di un frammento di restrizione di uno dei 2 enzimi, mentre sommandola con quella del frammento adiacente a destra si ottenga la lunghezza di un frammento di restrizione dell’altro enzima.

Dato che la molecola B è lineare e che in tutto ci sono 2 siti di restrizione sia per Sma I che per Hind III, ciascuno dei quali enzimi rompe la molecola lieare in 3 frammenti lineari di restrizione, le coppie dei siti di restrizione di ciascun enzima possono essere entrambi in tandem  (Hind III - Hind III - Sma I - Sma I), due in tandem e due all’estremità (Hind III - Sma I - Sma I - Hind III o voceversa) o alternati (Hind III - Sma I - Hind III - Sma I). 

Per distinguere tra queste ipotesi, bisogna individuare i frammenti di restrizione “esterni”, cioè situati fra un’estremità della molecola lineare dei DNA e il sito di restrizione più vicino; per fare questo si cercano due frammenti di restrizione dovuti alla digestione doppia che abbiano la stessa lunghezza di due frammenti di restrizione dovuti alla digestione con un solo enzima. Se fosse stata vera l’ipotesi che i siti di restrizione sono ordinati due in tandem e due all’estremità, avremmo dovuto trovare che due frammenti di restrizione dovuti alla digestione doppia che hanno la stessa lunghezza di due frammenti di restrizione dovuti alla digestione con un solo enzima, condividono la loro lunghezza con 2 frammenti di restrizione dello stesso enzima: si sarebbe trattato dei frammenti “esterni” della molecola; per di più avremmo dovuto avereun terzo frammento di restrizione ottenuto con la digestione doppia in comune con un frammento di restrizione ottenuto con l’altro enzima; si sarebbe trattato del frammento “mediano” della molecola. Ma non è così, quindi questa ipotesi è respinta.
Se fosse stata vera l’ipotesi che i siti di restrizione sono entrambi ordinati in tandem, ci si sarebbe aspettato che, oltre ai frammenti di restrizione esterni, nella doppia digestione ci sia un frammento di restrizione di pari lunghezza rispetto a uno dei 2 frammenti di restrizione di Hind III e un’altro frammento di restrizione di pari lunghezza rispetto a uno dei 2 frammenti di restrizione di Sma I. Ma non è così, quindi questa ipotesi è respinta. 

Secondo l’ipotesi di una sequenza alternata di siti di restrizione, ci si aspetta che sommando a 2 a 2 le lunghezze dei 5 frammenti di restrizione dovuti a digestione doppia, in 2 combinazioni diverse, ora escludendo uno dei frammenti di restrizione esterni ora l’altro, si ottengano le lunghezze dei frammenti di restrizione di Hind III e Sma I; in effetti si verifica questo risultato, quindi l’ipotesi è confermata. 

A questo punto occorre allineare i 5 frammenti dovuti alla digestione doppia in modo che sommando la sua lunghezza con quella del frammento adiacente a sinistra si ottenga la lunghezza di un frammento di restrizione di uno dei 2 enzimi, mentre sommandola con quella del frammento adiacente a destra si ottenga la lunghezza di un frammento di restrizione dell’altro enzima, escludendo dalla somma ora l’uno, ora l’altro dei due frammenti esterni.

Nota: per puro caso (o forse no....) la molecola lineare B si ottiene tagliando la molecola circolare A in un punto a 2.500 nucleotidi da un sito di restrizione di Hind III e a 4.500 nucleotidi da un sito di restrizione di Sma I nel frammento di restrizione dovuto a digestione doppia di 7.000 nucleotidi.

Problema 7: risposta:

___e_________      ______a___________     ____c_____
             __|_2_______|_5_     | 1      __|_4_____| 3_____

                        b                                             d
Spiegazione: è un problema analogo a quello incontrato per mappare i siti mutabili con le delezioni nel gene RII del fago T4; solo che in quel caso l’inclusionedel sito mutabile entro la delezione era rivelato dall’assenza di ricombinazione tra il sito mutabile e la delezione; invece la presenza del sito “accessibile”, cioè complementare alla sonda è data dal segnale positivo di ibridazione dato dal fluorocromo che si applica alla sonda. Si consiglia di procedere alternativamente per righe e per colonne in modo di ricostruire la mappa passo dopo passo finché non si incontrano i due frammenti alle due estremità.estremità




































