


Organizzazione del genoma nei procarioti da un 
cromosoma a più cromosomi 



Il genoma di Borrellia 
burgdorferi

Alcune specie di Borrellia ( una 
spirocheta) sono responsbaili della 
malattia di Lyme trasmessa all’uomo 
tramite le zecche. 
Il genoma è costituito da:

-un cromosoma circolare di 1 Mb
-21 (..!!)plasmidi  alcuni circolari, 
altri lineari
-Alcuni plasmidi sia lineari che 
circolari ( in rosso ) sono importanti 
per la virulenza. 
-Crescendo i batteri a T dell’insetto 
23°C o a 37°C nell’uomo, si è potuto 
capire quali fossero i geni essenziali 
per la colonizzazione dei 2 habitat.



La disponibilità di intere sequenze genomiche da molti 
microrganismi costituisce un’opportunità unica per ottenere 
una descrizione più obiettiva delle relazioni evolutive tra i 
diversi microrganismi 

La scoperta che i processi di 
• trasferimento genico orizzontale 
• perdita di geni 

svolgono un ruolo cruciale nell’evoluzione dei microrganismi ha 
profondamente influito sugli studi dei genomi batterici.

In particolare è cambiato il concetto che mutazioni 
all’interno dei singlo geni fossero la fonte principale delle 
variazioni fenotipiche in funzione della selezione naturale.

SEQUENZE GENOMICHE ED EVOLUZIONE ; quale contributo?



Il sequenziamento dei genomi prosegue con un ritmo sempre 
più accellerato

Dai primi dati risulta evidente che bisogna sequenziare più di 
un microrganismo all’interno della stessa specie per capirne 
pienamente la funzionalità

Le sequenze genomiche effettuate finora sono 
prevalentemente quelle di microrganismi di importanza clinica 
con un genoma di circa 3 Mb visione altamente parziale del 
mondo microbico



Quanti geni nei procarioti?? 

Dall’analisi dei genomi sequenziati il numero dei geni nei Procarioti  Batteri e 
Archea) varia da 500 a 10.000 mentre negli Eucarioti da 2.000 a 35.000. 
queste stime non includono i geni che sono trascritti in sRNAs.
A livello di dimensioni del genoma vediamo però che i batteri arrivano ad un 
massimo di 10 Mb 



Quali dati emergono dal sequenziamento dei 
genomi?

I genomi procariotici variano da 0.5 Mb a 10 Mb

I microrganismi con genomi 
più GRANDI occupano 
ambienti dove è necessaria 
una maggiore variabilità 

I microrganismi con genomi 
più PICCOLI sono 
specializzati e ristretti ad 
una determinata nicchia

Le dimensioni del genoma ed il contenuto genico
riflettono la nicchia ambientale

Alcune specie presentano un elevato livello di variabilità all’interno della 
stessa specie 
questa variabilità è correlata alla capacità dell’organismo di adattarsi al 
proprio ambiente
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Incremento del numero di sequenze di genomi 
microbici depositate in GeneBank 



Genomi di Batteri sequenziati



Genomi degli Archea sequenziati



L’analisi dei genomi procarioti ha evidenziato una 
forte relazione tra le dimensioni di un genoma e il suo 
contenuto in ORF ( Open Reading Frame) 

Indipendente dal microrganimso per ogni megabase di 
DNA)  procariotico (Mb=1000 kb) si possono contare 

in media 1000 ORF.

A differenza degli eucarioti  dove il DNA non codificante può 
costituire una larga frazione del genoma ( specialmente negli 
eucarioti superiori) nei procarioti all’aumento delle dimensioni 
del genoma corrisponde un aumento del numero di geni.  

Il genoma di  Mycoplasma genitalium è 
più piccolo di quello del virus Chlorella  e 
del batteriofago G

Curiosità 



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) 



Annotazioni dei genomi
= conversione dei dati di sequenza in una lista di geni presenti nel 
genoma.

• la maggior parte dei geni dei microrganismi codificano proteine
• la stragrande maggioranza del genoma è costituito da sequenze 
codificanti

• ricerca di ORF funzionali

I geni che codificano per gli rRNA o per i tRNA non sono riconosciuti 
dai programmi per la ricerca delle ORF. Vengono generalmente 
localizzati sulle sequenze dei genomi considerando che le sequenze di 
questi RNA sono molto conservate tra le diverse specie.



Il genoma di Haemophilus 
influenzae 



Come si rappresenta il genoma di un microrganismo ? 
La mappa di Mycobacterium tuberculosis , l’ agente eziologico 
della tubercolosi, ottenuta con clonaggio shotgun  

• Dimensioni del genoma 
a partire dall’origine di replicazione

contenuto in GC con raggi gialli ( 
minore 65%)
Raggi arancioni ( maggiore 65%)

Gli anelli dall’esterno verso l’interno



•localizzazione dei geni per i tRNA 
(blu) e per gli rRNA (arancio)
• ORF trascritte in senso orario
• ORF trascritte in senso 
antiorario
• elementi di DNA ripetuto (IS 
arancio) 



Identificazione di una ORF
Una ORF funzionale codifica una proteina nella cellula
• ricerca di una sequenza Shine Dalgarno di legame dei ribosomi 
• ricerca del codone di inizio  ATG ( TAC)
• spaziatura di almeno 100 codoni in fase codificanti AA
• codone di stop  UAA (ATT)



Identificazione di una ORF: preferenza dei codoni

I singoli organismi mostrano una preferenza nell’utilizzo dei 
codoni sinonimi.

La preferenza dei codoni può suggerire se una ORF è funzionale o 
no. 

Se l’uso dei codoni in una data ORF  è molto differente da quello 
generalmente utilizzato da un determinato microrganismo, l’ORF 
potrebbe rivelarsi funzionale (o no) ma deriverebbe da un evento 
di trasferimento genico orizzontale.



ORF Funzionale ? 

Una ORF viene considerata funzionale  

• anche se la sua sequenza è simile ad altre ORF 
presenti in genomi di altri microrgnismi 
• se alcune porzioni della ORF presentano sequenze 
conosciute in quanto codificano domini proteici 
funzionali 

Proteine che svolgono la stessa funzione vengono 
considerate proteine omologhe e quindi correlate in 
senso evolutivo e possono condividere caratteristiche di 
sequenza e di struttura.



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. 



Tra i più piccoli genoma finora identificati vi 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. 



ORF non identificate 

Nella maggior parte dei casi il numero dei geni identificabili 
corrisponde 
Al massimo a circa 70% delle ORF individuate. 
In E.coli sono state assegnate circa 3000 dei 4.300 potenziali geni 

Un ORF non identificata  contiene tutte le caratteristiche di un 
gene ipotetico quando possiede un sito di legame dei ribosomi un 
codone di inizio ed un codone di stop.

L’identificazione avviene  tramite l’analisi con una sequenza 
aminoacidica sufficientemente omologa a quella di una proteina nota. 



Una volta nota la sequenza di un genoma la funzione dei geni e 
delle ORF viene inizialemnte assegnata ricercando in 
database i geni omologhi. 

I geni omologhi possono essere suddivisi 
in geni ORTOLOGHI    e          geni PARALOGHI

derivano da un progenitore 
comune  e codificano proteine 
con la stessa funzione in specie 
diverse 

La storia di questi geni riflette 
la storia della specie 

si sono evoluti per duplicazione 
genica  e possono codificare 
proteine con funzione simile ma 
non identica 

L’ omologia è il risultato di 
duplicazione piuttosto che di 
speciazione 



Duplicazione genica e divergenza :formazione dei paraloghi

Gene ancestrale

Duplicazione genica 
formazione di omologhi

Gene originale Nuovo gene ( paralogo)

Divergenza evolutiva
( mutazioni con conseguente 
selezione per la nuova 
funzione)

x

x

x

x

Y

Nessuna divergenza
( problemi di funzionalità) 



Progenitore

X

A B
Speciazione

Speciazione
Speciazione

Duplicazione genica

A1 B1 A2 B3
B4A4C

2

Specie 1 Specie 2 Specie 3 Specie4

A1 A2 A4 ortologhi
A B C paraloghi



Identificazione dei geni ortologhi

Nel confronto tra due genomi  i geni ortologhi dovrebbero avere la più elevata 
omologia di sequenza ed essersi diversificati recentemente rispetto ai 
paraloghi che si sono originati per duplicazione prima della speciazione.

Difficile definire un gene ortologo solo sulla base della sequenza.
Si può quindi  cercare :
ordine genico    osservare se i geni fiancheggianti siano ortologhi

Identificazione degli ortologhi è ostacolata da

•divergenza genica 

•duplicazione genica accompagnata da perdita di un gene (A1 e B3 nell’esempio 
precedente sono paraloghie non ortologhi)

•struttura a moduli di molte proteine con struttura a domini multipli  proteine 
non ortologhe possono avere domini ortologhi 



Quale il ruolo della duplicazione genica ?
La duplicazione genica ha permesso: 
•una rapida diversificazione di reazioni enzimatiche
•un aumento delle dimensioni del genoma con potenzialità per lo sviluppo di 
nuove proprietà enzimatiche
•in seguito alla duplicazione uno dei due geni può diventare 
DISPENSABILE e quindi può subire una serie di mutazioni o 
riarrangiamenti  

In genere i geni paraloghi svolgono funzioni diverse ,seppur simili, 
all’interno dello stesso microrganismo .
La duplicazione genica può generare però copie di un gene che mantiene la 
stessa funzione permettendo la produzione di grande quantità di RNA o 
proteine ( rRNA)
Due paraloghi possono poi dar origine a loro volta a duplicazione formando 
una famiglia di geni paraloghi 



Evoluzione di una famiglia di geni  paraloghi

Gene ancestrale

1.Duplicazione e divergenza del gene X

Famiglia di geni paraloghi

x

x

x

Y

x Y A

2.Duplicazione e divergenza del gene Y

3.Duplicazione e divergenza dei geni X e A

A BYZx



Tipi di duplicazione del DNA

•intero gene
•parte di un gene
•segmenti di DNA comprendenti uno o più geni
•interi operoni
•parte di un cromosoma

•Elongazione di un gene:allungamento di un gene è una tappa 
importante nel processo evolutivo. 

•Il meccansimo prevede una duplicazione dei geni posti in 
arrangiamento a tandem.
•Per eliminazione della sequenza tra i due geni si ha dapprima
la formazione di un mRNA policistronico
•formazione di un gene costituto da due porzioni di paraloghi
•Molte delle proteine attuali contengono moduli ripetuti o domini 
funzionali che si possono essere formati per duplicazione genica.



Formazine di proteine di fusione

Formazione di un 
messaggero policistronico

Conversione di uno stop 
codon in un codone per un 
aminoacido



Destino delle sequenze duplicate 

1. Una delle due copie può accumulare mutazioni e diventare un 
nuovo gene

2.una copia può essere inattivata da mutazioni

3.se non divergono possono indurre la maggiore quantità di  
prodotto genico (RNA e/o proteina)

4.si può avere allungamento genico ( duplicazione in tandem)

5.si può avere formazione di geni chimerici con fusione di una 
copia in un gene adiacente



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.

Nella gran parte dei casi i i microrganismi con genomi di dimensioni 
maggiori alle 6 Mb 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 



Variazione delle categorie geniche nei Batteri e negli 
Archea.

Funzione sconosciuta = geni noti che codificano proteine la cui funzione è 
sconosciuta

Predizione generale= geni che codificano proteine ipotetiche che 
potrebbero esistere o meno 

I dati sono ottenuti da una media di 34 specie di Batteri e 12 specie di Archea. 



I genomi degli Archea sono caratterizzati

• maggiore percentuale di geni coinvolti nella produzione di energia
• maggior numero di coenzimi ( specialmente negli Archea 
metanogenici

• numero elevato di geni a funzione sconosciuta 
• numero elevato di geni che codificano proteine ipotetiche 

• numero ridotto di geni coinvolti nel metabolismo dei carboidrati
• numero ridotto di geni collegati alle funzioni della membrana 
cellulare come il trasporto e la biosintesi delle membrane



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 (che non sia 
endosimbionte degli insetti) 

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 ( geni 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. 

Il primo ipotetico genoma minimo è stato costruito sulla base di 
dati derivanti dalla mutagenesi e delezioni e da informazioni di 
letteratura sui pathway più importanti



Fig. 1 The JCVI DBT cycle for bacterial genomes.

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

Published by AAAS
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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.
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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.





Genoma di E.coli : esempio di  grande variabilità

La sequenza dell’intero genoma di E.coli ha rivelato una 
variabilità intraspecie estremamnte elevata

Sono disponibiliti 4 sequenze genomiche di E.coli 

Analisi genomica comparativa ha rivelato che E.coli 0157 ha un genoma 
di 1 Mb più grande di quella di E.coli K12 e circa 25% dei geni non sono 
conservati nel genoma di E.coli K12.

Molti dei geni presenti in 0157 si pensa siano stati acquisiti tramite 
eventi di trasferimento orizzontale  e tramite elementi genetici mobili 
quali fagi, profagi e sequenze IS

Soltanto 3.000 geni sono in comune tra i 4 genomi di E.coli mentre 
erano 4.000 tra E.coli K12 e 0157

I 3000 geni comuni presentano SINTENIA suggerendo una base di 
trasmissione verticale



G. Dehò, E. Galli Biologia dei Microrganismi Copyright 2012 C.E.A. Casa Editrice Ambrosiana



La diversità all’interno di una specie è caratteristica solo di E.coli?

Streptococcus pneumoniae

Burkholderia cepacia
Grande Variabilità

Mycobacterium tubercolosis soltanto  1-2% di variabilità

solamente microrganismi patogeni con habitat ristretto
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