
Genomi di Batteri sequenziati



Genomi degli Archea sequenziati



Vi è quindi un enorme disparità nelle 
capacità codificanti dei genomi dei 
procarioti ( l’intero genoma) rispetto 
a quello del genoma umano ( 2%)



Correlazione tra dimensioni del genoma e numero 
di ORF nei procarioti 

Dati derivanti dall’analisi di 115 genomi procariotici ( Batteri ed Archea) 



Mycoplasma genitalium e Mycoplasma pneumoniae sono 
microrganismi con un genoma estremamente piccolo.

Le 470 ORF  di M. genitalium sono presenti anche in M. 
pneumonie
Attraverso mutagenesi  e analisi comparativa con altri 
genomi si è visto che sono necessari

300 geni codificanti per stabilire la minima funzionalità 
di una cellula. 

Non si conoscono finora genomi con un numero inferiori 
di ORF.



Il più piccolo genoma finora identificato è quello di un Archea 
Nanoarchaeum equitans il cui genoma è di 90 kb più piccolo di quello 
di M.genitalium.

N.equitans pur essendo privo di geni per la sintesi di proteine 
coinvolte nei processi di catabolismo ed anabolismo ha un genoma 
interamente codificante ed un numero di ORF superiore a 
M.genitalium

Genomi molto grandi 

Bradyrizobium japonicum ( responsabile della fissazione dell’azoto) 
contiene 2800 ORF in più rispetto al genoma di Saccharomyces 
cerevisae.
Streptomyces coelicolor ha un genoma di 8 Mb, 7846 ORF circa 
1800 in più rispetto a S. cerevisae. 



Funzione genica nei genomi batterici : 
rapporto funzione dimensioni



Geni coinvolti nella sintesi proteica sono essenziali : più i genomi sono 
piccoli maggiore è la componente percentuale dei geni dedicati ai 
processi di traduzione.



Organismi di dimensioni maggiori mostrano un numero 
più elevato di geni coinvolti nei processi di 
trascrizione o di regolazione rispetto ai 
microrganismi con genomi più piccoli.

Questi meccanismi regolativi permettono alla cellula 
di rispondere in maniera migliore alla disponibilità di 
substrati diversi attraverso l’espressione di geni 
specifici. 

Gli organismi di piccole dimensioni fanno a meno di 
questi processi regolativi e sono in genere parassiti 



Gli organismi con genomi di grandi dimensioni possiedono la capacità 
di codificare per molti geni coinvolti sia nel metabolismo che nei 
processi regolativi.

I meccanismi di regolazione permettono alla cellula di rispondere in 
modo migliore alla disponibilità di substrati differenti attraverso 
l’attivazione di geni specifici.

Uno degli habitat principali dei microrganismi è il suolo.

Tutti i microrganismi con genomi di dimensioni maggiori alle 6 Mbp 
sono microrganismi del suolo.

Il suolo è un habitat nel quale le fonti di carbonio e di energia sono 
spesso scarse o disponibili in forme diverse e spesso fruibili in 
maniera intermittente.

Microrganismi con genomi di grandi dimensioni 



I genomi dei Batteri  sono catterizzati 

• un numero elevato di geni per il metabolismo dei carboidrati
• un numero significativo di geni per funzioni correlate alla membrana
• un elevato numero di geni ancora a funzione sconosciuta 
• un elevato numero di proteine ipotetiche 

Rispetto agli Archea 
un numero minore di geni per il metabolismo dei coenzimi 
un mumero minore di geni per la produzione di energia

Oltre alle dimensioni del genoma anche 
l’appartenenza al Dominio ( Batteri o Archea ) 
sembra influenzare  la categorizzazione funzionale 
dei geni nei procarioti



Batteri con genomi piccoli dipendono dall’ospite per numerose 
funzioni: sono state infatti perse funzioni metaboliche importanti 
come la glicolisi, biosintesi di aminoacidi e purine e pirimidine che 
vengono fornite dall’ospite. 
Molti di questi genomi possiedono ancora geni per queste funzioni ma 
non funzionali  ovvero pseudogeni.
In Mycobacterium leprae circa 50 % dei geni sono pseudogeni che 
mantengono omologia con Mycobacterium tubercolosis





Una domanda che scaturisce dal confronto dei genomi 
riguarda la dimensione minima sufficiente perchè vi sia 
VITA. 
E’ possibile che esistano specie con un genoma più piccolo 
di 0.58Mb ovvero quello di M.genitalium che per ora 
sembra la forma di batterio con minore geni.

E’ stata fatta quindi 
in silico un ‘analisi genomica comparativa tra i genomi più 
piccoli per capire quali fossero i geni conservati

Mutagenesi di un gene alla volta per verificare se questo 
fosse essenziale alla vita della cellula 



La prima proposta di genoma minimo viene dall’analisi dei 2 genomi 
sequenziati per primi 
Haemophilus influenzae  ( 1815 geni) e Mycoplasma genitalium 525 geni)  
che rivela 
un gruppo comune di geni 256 molto più piccolo del numero di geni 
presenti nel genoma di Mycoplasma.

Da qui l’idea di introdurre il metodo di global transposon mutagenesis 
che ha permesso, effettuando uno studio sulla vitalità delle cellule 
portatrici di mutazioni in ciascuno dei 525 geni di Mycoplasma di 
stabilire che
150 geni sono NON ESSENZIALI
375 geni sono essenziali 

Nasce la possibilità di produrre un genoma minimo che fosse più piccolo 
di quelli esistenti in natura ma che sarebbe stato in ogni caso più 
grande di questi 256 geni identificati come CORE 



L’analisi comparativa delle sequenze dei genomi di due organismi 
filogeneticamente distanti mostra l’esistenza di geni conservati nelle due 
specie ( geno ortologhi o COGs Cluster of Orthologous Genes) e di geni non 
ortologhi specifici dell’uno o dell’altro organismo ( NOGD Non Othologous 
Gene Displacement). Il genoma minimo è il numero dei geni essenziali per la 
vita di uno specifico organismo ed è la somma dei geni COGs più i NOGS 
che saranno più o meno ampi. 



Nel caso di M. genitalium , l’analisi di 1354 inserzioni 
casuali di trasposoni nel genoma mostra che dei 480 
geni codificanti , 265-350 sono essenziali nelle 
condizioni di laboratorio, tra questi circa  100 geni 
codificano per funzioni non note.





I micoplasmi batteri senza parete caratterizzati da un genoma 
molto piccolo ( meno di 1 megabase) , molte richieste 
nutrizionali.
Dal RNA16S appartengono ai Gram+, sono tutti commensali 
parassiti o patogeni , infezioni difficili da trattare con 
antibiotici
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Il primo genoma sintetizzato artificialmente riguarda quello di
M. mycoides,  un Mycoplasma in grado di crescere più rapidamente. 

Questo genoma definito syn 1.0  è stato transpiantato all’interno di 
una specie diversa M. capricolum e corrisponde esattamente al 
genoma di M. mycoides con aggiunta di alcuni marcatori  e di 
sequenze del vettore.
A partire da questo genoma è stato creato syn 3.0 costituito da 531 
kb che codifica 438 proteine e 35 sRNA.
Il suo genoma è più piccolo di M. genitalium ma si duplica 5 volte più 
velocemente. 



Fig. 1 The JCVI DBT cycle for bacterial genomes.

Clyde A. Hutchison III et al. Science 2016;351:aad6253

Published by AAAS
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Presentation Notes
The JCVI DBT cycle for bacterial genomes. At each cycle, the genome is built as a centromeric plasmid in yeast, then tested by transplantation of the genome into an M. capricolum recipient. In this study, our main design objective was genome minimization. Starting from syn1.0, we designed a reduced genome by removing nonessential genes, as judged by global Tn5 gene disruption. Each of eight reduced segments was tested in the context of a seven-eighths syn1.0 genome and in combination with other reduced segments. At each cycle, gene essentiality was reevaluated by Tn5 mutagenesis of the smallest viable assembly of reduced and syn1.0 segments that gave robust growth.



Strategy for whole-genome synthesis.

Clyde A. Hutchison III et al. Science 2016;351:aad6253

Published by AAAS

Overlapping oligonucleotides 
(oligos) were designed, chemically 
synthesized, and assembled into 
1.4-kbp fragments (red). After 
error correction and PCR 
amplification, five fragments were 
assembled into 7-kbp cassettes 
(blue). Cassettes were sequence-
verified and then assembled in 
yeast to generate one-eighth 
molecules (green). The eight 
molecules were amplified by RCA 
and then assembled in yeast to 
generate the complete genome 
(orange).
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Strategy for whole-genome synthesis. Overlapping oligonucleotides (oligos) were designed, chemically synthesized, and assembled into 1.4-kbp fragments (red). After error correction and PCR amplification, five fragments were assembled into 7-kbp cassettes (blue). Cassettes were sequence-verified and then assembled in yeast to generate one-eighth molecules (green). The eight molecules were amplified by RCA and then assembled in yeast to generate the complete genome (orange).





Procedura
Partendo dal genoma syn 1 , effettuata mutagenesi con miniTn5 purR.
Dal Pull di colonie contenenti Tn inserito in siti diversi (PO) si sono 
fatte una serie di passaggi seriali ( circa 40 passaggi )per 
controselezionare i ceppi che crescevano lentamente (P4) .

- I geni che non venivano mai colpiti da mutagenesi   ESSENZIALI
- Quelli colpiti da mutagenesi e presenti sia nel PO che nel P4 definiti
NON ESSENZIALI
- I geni colpiti nel PO ma non nel P4 definiti  QUASI ESSENZIALI : 
se la delezione di questi geni generava crescita ridotta definit i (I 
genes impairement growth) 



Procedura
Partendo dal genoma syn 1 , effettuata mutagenesi con miniTn5 purR.
Dal Pull di colonie contenenti Tn inserito in siti diversi (PO) si sono fatte 
una serie di passaggi seriali ( circa 40 passaggi )per controselezionare i 
ceppi che crescevano lentamente (P4) .



Fig. 3 Classification of gene essentiality by transposon mutagenesis.

Clyde A. Hutchison III et al. Science 2016;351:aad6253Published by AAAS

Classification of gene essentiality by transposon mutagenesis. (A)Examples of the three gene classifications, 
based on Tn5 mutagenesis data. The region of syn1.0 from sequence coordinates 166,735 to 170,077 is shown. 
The gene MMSYN1_0128 (lime arrow) has many P0 Tn5 inserts (black triangles) and is an i-gene (quasi-
essential). The next gene, MMSYN1_0129 (light blue arrow), has no inserts and is an e-gene (essential). The 
last gene, MMSYN1_0130 (gray arrow), has both P0 (black triangles) and P4 (magenta triangles) inserts and is 
an n-gene (nonessential). Intergenic regions are indicated by black lines. (B)The number of syn1.0 genes in 
each Tn5-mutagenesis classification group. The n- and in-genes are candidates for deletion in reduced genome 
designs.





Fig. 6 Partition of genes into four major functional groups.

Clyde A. Hutchison III et al. Science 2016;351:aad6253Published by AAAS

Partition of genes into four major functional groups. Syn3.0 has 473 genes. Of these, 79 have no 
assigned functional category (Table 1). The remainder can be assigned to four major functional 
groups: (i) expression of genome information (195 genes); (ii) preservation of genome information 
(34 genes); (iii) cell membrane structure and function (84 genes); and (iv) cytosolic metabolism (81 
genes). The percentage of genes in each group is indicated.





La corsa al sequenziamento dei genomi batterici  



Despite their size, each retains some genes that enable provisioning of limiting nutrients or other capabilities 
required by hosts. Genome sequence analyses show that genome reduction is an ongoing process, resulting in a 
continuum of sizes, with the smallest genome currently known at 112 kilobases. Genome reduction is typical in 
host-restricted symbionts and pathogens, but the tiniest genomes are restricted to symbionts required by hosts 
and restricted to specialized host cells, resulting from long coevolution with hosts. Genes are lost in all 
functional categories, but core genes for central informational processes, including genes 
encoding ribosomal proteins, are mostly retained, whereas genes underlying production of 
cell envelope components are especially depleted. Thus, these entities retain cell-like properties 
but are heavily dependent on coadaptation of hosts, which continuously evolve to support the 
symbionts upon which they depend.

Genomi al di sotto della cellula minima!!  112 Kb





Il caso di Buchnera, un batterio con omologie con  a E. coli, parassita 
obbligato degli afidi. Ne gli afidi ne il batterio possono vivere senza uno 
dell’altro : non si possono trattare gli afidi con antibiotici che uccidono il 
batterio ne si possono coltivare in provetta i batteri senza afidi !! 

Genomi di piccole dimensioni e adattamento all’ambiente: 
parassitismo obbligato

Batterio                Afide 
Aminoacidi essenziali che l’insetto non 
trova nella pianta di cui si nutre ,
Batterio                Afide 
Nutrienti ed energia per il metabolismo

Gli afidi si nutrono della linfa delle 
piante un liquido povero di proteine e 
richiedono 10 AA che non sanno 
sintetizzare . I batteri sintetizzano 
alcuni AA ma utilizzano i metaboliti 
dell’ospite per dare l’avvio alla sintesi



Buchnera vive all’interno di cellule degli afidi dette batteriociti.

In Buchnera molti geni 
coinvolti nella sintesi di 
aminoacidi essenziali sono 
portati da plasmidi 
multicopie che ne 
aumentano il dosaggio 
genico 

La riduzione del genoma di 
Buchnera è considerevole 
450Kb -670 Kb

L’adattamento di Buchnera alla vita intracellulare ha portato ad una 
riduzione del suo genoma con perdita dei geni per la sintesi degli 
aminoacidi forniti dall’ospite e conservazione di quei geni  per la 
biosintesi degli  aminoacidi essenziali. 



Riduzione dei genomi 
Molti dei geni presenti in Buchnera hanno 
un ‘elevata omologia con i geni di 
enterobatteri si pensa quindi che possano 
essere derivati per genome reduction. 

I geni che codificano per la biosintesi 
degli aminoacidi essenziali sono stati  
trovati disposti in tandem con uno dei 
due geni inattivato da mutazioni. 

Il genoma di Buchnera di tre isolati 
diversi in tre specie diverse di afidi 
varia da 670 a 400 kb .
Il più piccolo codifica solo per  396 
proteine contro i 470 geni di 
M.genitalium



Diagram showing location of obligate symbionts within bacteriocytes in 
an insect. Individual symbiont cells are typically surrounded by a host-
derived membrane within the bacteriocyte cytosol. Bacteriocytes are 
often clustered into a bacteriome, usually located in the insect abdomen 

Ma dove vivono i 
batteri con i genomi 
super minimi?? 



P-endosymbionts of insects are characterized by their occurrence 
in specialized host cells called bacteriocytes, which are located at 
various positions in the insect body depending on the host group1. 
Bacteriocytes are sometimes grouped into organ-like structures 
called bacteriomes that occur in the body cavity of aphids and in 
the anterior gut region of tsetse flies. 

http://www.nature.com/nrg/journal/v3/n11/full/nrg931.html#B1




Ma quali geni hanno conservato i minigenomi ??
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