
Sequenziamento

Prima generazione - metodo sviluppato da Sanger nel 1980

Seconda generazione (next generation sequencing, NGS) – Pirosequenziamento

– Illumina

– SOLiD (sequencing by 
oligo ligation and 
detection) 

Terza generazione (next next generation sequencing, NNGS)- Helicos

- PacBio

- Nanopore

- Ion Torrent



Prima generazione - metodo Sanger o a terminazione di catena

1) Primer
2) DNA polimerasi
3) dNTP
4) ddNTP nucleotidi 

modificati privi del 
gruppo ossidrile al 3’ 
interrompono 
l’allungamento della 
catena

Ottenimento di 
frammenti amplificati 
di diversa lunghezza

L’elettroforesi li ordina in 
base alla lunghezza e il 
detector riconosce i 4 
ddNTP poiché marcati 
con 4 diversi fluorocromi

-Migliore qualità delle 
sequenze
-Si possono ottenere 
sequenze che 
superano le 1000bp
-Bassa velocità
-Bassa quantità di 
informazioni







Prima e seconda generazione

Metodo Sanger-
il frammento da 
sequenziare è 
clonato in un 
vettore 
plasmidico
-possibilità di 
appaiare gli 
inneschi in 
regioni note del 
plasmide e 
fiancheggianti la 
sequenza clonata

Sequenziamento 
contemporaneo di 
migliaia di brevi 
frammenti (200bp circa)
- Ligazione di adattatori 
- Amplificazione su 

supporto solido

-Migliore qualità 
delle sequenze
-Si possono 
ottenere sequenze 
che superano le 
1000bp
-Bassa velocità
-Bassa quantità di 
informazioni

-Ottenimento 
contemporaneo di un 
numero elevato di 
sequenze su piccole 
superfici
-Basso costo
-Limitata lunghezza 
delle sequenze
-Accuratezza inferiore 
rispetto al metodo 
Sanger
-Necessità d strumenti 
informatici evoluti



Seconda generazione (next generation sequencing, NGS) 

Tecnologia 454 e Pirosequenziamento

-Frammentazione del DNA per 
sonicazione- frammenti da 300-
800 bp
-Adattatori legati alle estremità
-Denaturazione
-Immobilizzazione su nanosfere
nelle quali è legata la sequenza di 
uno degli adattatori
-Un frammento per nanosfera
-Amplificazione attraverso PCR in 
emulsione
-Micro gocce che agiscono da 
reattore

-Una sfera in un poro 44 µm 

Sequenziamento basato 
sulla rilevazione del  gruppo 

pirofosfato  rilasciato 
durante la sintesi di DNA

Reagenti: APS (adenosin-fosfo-solfato)
DNA polimerasi
ATP- sulfurilasi
Luciferina
Luciferasi
dNTP

Quando viene incorporato un nucleotide dalla DNA polimerasi si 
libera il gruppo Ppi che l’enzima sulfurilasi converte in ATP che 
fornisce energia alla luciferasi per ossidare il substrato che a 
questo punto da fluorescenza che viene rilevata



Illumina Frammenti di DNA ancorati su supporto 
solido amplificati mediante PCR a ponte

-Frammenti legati a due adattatori alle 
estremità
-Ogni adattatore è complementare ai 
nucleotidi fissati al supporto solido
-Denaturazione 
-Ibridazione con i primers del supporto 
solido
-Dal secondo ciclo i filamenti si incurvano e 
si appaiano con i primers fissati sul 
supporto solido
-Si formano quindi dei cluster (1000 copie 
circa) isolati spazialmente che viene 
sottoposto a sequenziamento denominato 
‘base per base’

4 nucleotidi marcati con 4 diversi fluorofori 
modificati al 3’ per evitare l’inserimento di 
più di un nucleotide per volta

Sequenze lunghe 150bp errori dovuti alla possibile sostituzione dei nucleotidi ad opera della 
polimerasi





SOLiD
Sequencing by Oligo Ligation and Detection

Ligazioni in successione di ottameri marcati 
con diversi fluorofori
Frammenti di DNA legati ad adattatori 
denaturati e fissati su nano sfere. 
Amplificazione mediante PCR in emulsione
Le nanosfere sono singolarmente fissate su 
un vetrino per essere sequenziate
Primer n complementare agli adattatori
Si aggiungono gli ottameri di cui si 
conoscono solo le prime due basi
Un ottamero si lega a valle del primer ad 
opera della T4 DNA ligasi ed emette 
fluorescenza

Per riconoscere l’esatta sequenza è necessario conoscere il primer e le basi in posizione 0, -1 e -2
Ogni base è determinata due volte per questo la determinazione è affidabile



Terza generazione (next next generation sequencing, NNGS) 

Sequenziamento diretto di singole molecole di DNA

-Limitata quantità di DNA 
necessaria
-Non richiede amplificazione della 
sequenza bersaglio
-Possibilità di ottenere molti dati 
per unità di tempo

-Sono però suscettibili di errori per 
l’estrema sensibilità degli strumenti



Ion Torrent

Nella piattaforma Ion Torrent, il 
chip è il sequencer.
Ogni pozzetto del chip agisce 
come un misuratore di pH che è 
in grado di rilevare i 
cambiamenti nella 
concentrazione di H+ prodotta 
nella polimerizzazione del DNA
(Garrido-Cardenas J. A. et al., 
2017)

Supporto solido di materiale semiconduttore con elevato numero di pozzetti
Ogni pozzetto contiene un filamento di DNA
Ad ogni ciclo viene aggiunto un diverso nucleotide e se viene incorporato ad opera 
della polimerasi ci sarà rilascio di ione idrogeno e la variazione di pH sarà rilevata

I tempi di esecuzioni sono molto veloci infatti una corsa richiede solo poche ore ed è molto 
versatile. Per contro questa tecnologia ha, come il 454, un alto tasso di errore





Canali utilizzati dalla piattaforma Nanopore
Oxford per la sequenza del DNA. Il passaggio 
del DNA attraverso il nanopore produce 
alterazioni che vengono misurate grazie alle 
variazioni di tensione rilevate (Garrido-
Cardenas J. A. et al., 2017)

Nanopore

La durata della traslocazione di un 
polinucleotide attraverso un nanoporo
dipende dalla sua sequenza
Il sistema è in grado di sequenze che 
differiscono anche di un solo nucleotide



PacBio- SMRT (Single Molecule Real Time sequencing)

Chip costituito da film 
metallico contenente 
micropozzetti all’interno dei 
quali vengono inseriti 
filamenti di DNA
A contatto con il chip c’è una 
superficie trasparente al di 
sotto della quale è presente 
una fotocamera a rivelazione 
di fluorescenza

Nucleotidi marcati con 4 fluorofori diversi- quando un dntp si 
incorpora mediante DNA polimerasi il fluoroforo viene rilasciato 
ed emette fluorescenza che viene rilevata dalla fotocamera



Helicos

Sequenziamento di 
molecole di DNA senza 
fase di amplificazione
Si utilizza una libreria di 
frammenti ognuno 
legato ad un poli A
I poli A sono ibridati a 
poli T
La sequenza è 
determinata 
aggiungendo uno per 
volta nucleotidi marcati 



Sequenziamento di un genoma
Due strategie di frammentazione e ricostruzione dei genomi





Metodo gerarchico

Produzione di frammenti da 100 a 300 kb
Clonaggio in vettori BAC e trasferimento dei vettori in E.Coli
I cloni BAC sono organizzati in una serie ordinata e sovrapponibile di frammenti contig
Devono avere il minor grado di sovrapposizione ed equivalenti ad una regione 
cromosomica (minimal tilling path) che si ottiene mediante BAC fingerprinting oppure 
tramite Chromosome walking

BAC fingerprinting
Identificazione di sequenze 
comuni a più cloni mediante 
confronto dei profili di 
restrizione del DNA

Chromosome walking
Identificazione di sequenze 
comuni a più cloni mediante 
ibridazione con una sonda 
marcata di piccole dimensioni

Una volta stabilito l’ordine dei cloni, questi vengono frammentati e di nuovo clonati e 
sequenziati
Assemblando in successione  i singoli cloni BAC si ottiene la sequenza dell’intero genoma



Metodo shot gun

Sequenziamento di una 
libreria di frammenti di DNA 
genomico
Ogni base del campiona deve 
essere sequenziata più volte 
per garantire un’affidabile 
identificazione delle basi e 
perché i frammenti non sono 
distribuiti in modo uniforme

Copertura: È possibile che 
molti nucleotidi siano 
rappresentati in pochi 
frammenti ed altri da molti 
frammenti. Questo parametro 
indica la ridondanza del 
sequenziamento Copertura C= NL/G

N=numero di frammenti
L= lunghezza media
G= lunghezza del genoma (bp)











Esempi di genomi vegetali sequenziati: Arabidopsis thaliana

Il sequenziamento dei genomi di specie coltivate consente di scoprire geni e forme alleliche nuove la cui 
caratterizzazione consente di migliorare le piante utilizzate come fonte di cibo, fibre, energie rinnovabili ecc.

Primo genoma vegetale 
sequenziato (2000)
Considerato organismo modello:
-breve ciclo vitale,
- taglia ridotta, 
-elevato numero di semi per 
pianta, 
-genoma di ridotte dimensioni (135 
000 000 bp),
-si trasforma facilmente,
-numerose linee mutanti,
-mappe dettagliate genetiche e 
fisiche dei 5 cromosomi

120 Mbp sequenziati
30Mbp restanti sono sequenze ripetute o 
regioni difficili da sequenziare (tipo 
centromeri o regioni codificanti per RNA 
ribosomiali
27000 loci genici
1/5 dei geni subisce splicing alternativo
35000 trascritti diversi che codificano per 
proteine
5000 pseudogeni e elementi trasponibili
1300RNA non codificanti tra cui 177 miRNA
Densità genica pari a 4,35 kb/gene con circa 
6 esoni per gene (lunghezza media 296 bp)

Il genoma plastidiale: 88 geni codificanti 
proteine, 37 codificanti pre t-RNA

Il genoma mitocondriale: 122 geni 
codificanti proteine, 21 codificanti pre t-
RNA

Annotazione funzionale per il 
60% dei geni il resto ha funzione 
sconosciuta



Esempi di genomi vegetali sequenziati: Oryza sativa

Prima pianta monocotiledone 
sequenziata
Nel 2002 sequenziamento della ssp 
Indica
466 Mbp
È tra le più coltivate in Cina

Nel 2005 sequenziamento della ssp 
Japonica
372 Mbp
12 cromosomi
55986 loci di cui 17000 elementi 
trasponibili
39000 geni codifianti proteine
4,9 esoni per gene di lunghezza media di 
318 pb
49000 trascritti diversi



Esempi di genomi vegetali sequenziati: Solanum lycopersicum

Sequenziamento iniziato nel
2004 e terminato nel 2012 da
un consorzio di ricercatori
provenienti da 14 nazioni

Genoma costituito da 950 Mpb
Ripartito per 12 cromosomi il cui 75% è
eterocromatina
La maggioranza dei geni è localizzata
nelle porzioni distali dei bracci
cromosomici in lunghi tratti
eucromatici



Annotazione dei genomi

Descrizione e caratterizzazione delle sequenze
Descrizione delle regioni geniche codificanti mRNA, tRNA, rRNA
Caratterizzazione delle regioni non geniche con particolari proprietà strutturali: sequenze 
ripetute, regioni telomeriche, centromeriche e pericentromeriche,  regioni di controllo e di 
legame con specifiche proteine

Tutto ciò si può ottenere attraverso l’uso 
di metodologie bioinformatiche

Bioinformatica: scienza multidisciplinare 
che analizza l’informazione biologica con 
metodi computazionali al fine di 
comprendere i meccanismi che sono alla 
base dei processi vitali

L’annotazione dei geni prevede:
-L’identificazione della posizione dei 
geni lungo la sequenza genomica
-La definizione della loro struttura
-La descrizione della loro funzione



Annotazione dei geni

Basata sulla ricerca di similarità Basata su metodi predittivi

Attraverso…
-Confronto della sequenza del genoma 
con sequenze ottenute da esperimenti 
di trascrittomica o proteomica 
dell’organismo in esame
Oppure
-confronto con geni,trascritti o proteine 
identificati e caratterizzati in organismi 
filogeneticamente correlati

Consente anche di identificare dei geni 
che vengono poi presi come modello ed 
utilizzati per l’annotazione con il 
metodo predittivo

Software: BLAT, SIM4,Genome Threader

Attraverso…
-utilizzo dei geni modello per 
addestramento dei metodi 
predittivi ab initio
Si identificano quindi regioni 
promotrici, segnali di 
regolazione, contenuto in GC, 
siti di splicing, di inizio e di fine 
ecc.
Si procede poi con 
l’identificazione dei geni 
sull’intera sequenza del 
genoma



Annotazione dei geni non codificanti mRNA (non-coding RNA)
rRNA, tRNA, microRNA

Per l’annotazione di queste sequenze è necessario non solo il confronto con altri 
RNA noti e quindi la struttura primaria ma anche la struttura secondaria a trifoglio per il 
tRNA e a forcina per i microRNA

Annotazione della porzione non codificante del genoma Regioni di sequenza in grado di legare 
fattori trascrizionali e proteine regolatrici (database TRANSFAC)
Regioni contenenti sequenze ripetute (telomeri, centromeri, elementi trasponibili 

ecc.)
La loro identificazione è importante

- per analisi di tipo evolutivo e comparativo
- Per evitare che queste regioni (spesso in parte simili a sequenze geniche) inficino 

l’annotazione di sequenze geniche. Per questo esistono programmi che ne effettuano il 
mascheramento

Risulta quindi importante identificare de novo famiglie di elementi ripetuti per costruire librerie 
di riferimento accurate
Software: RECON e Repeat Scout

Annotazione funzionale

Annotazione funzionale
Al fine dell’annotazione è necessario caratterizzare anche dal punto di vista 

funzionale
-si ottiene se si conosce la regione codificante e la funzione della proteina stessa
-Se non si conosce allora si può  ipotizzare mediante ricerca di similarità con prot. 

Note oppure si indentifica come proteina con funzione sconosciuta
Software: GenPept, UniProt per identificazione di similarità. PFAM SMART PRINTs BLOCKs per 
info su domini proteici, motivi proteici, regioni conservate.



GENE ONTOLOGY (GO)

Obiettivi: uniformare la descrizione delle funzioni geniche per costruire un vocabolario ben 
definito per  essere utilizzato nell’annotazione delle sequenze

Obiettivi: unificare la descrizione delle molecole rappresentate dai dati contenuti in differenti 
banche dati biologiche

Tre domini distinti
-componente cellulare
-processi biologici
-funzione molecolare

Esempio gene MYB AT3G27920 di A. thaliana



Genomica comparativa e sintenia

Consiste nel confrontare 
genomi di diversi organismi  
per evidenziare similarità e 
differenze nella loro 
organizzazione strutturale e 
funzionale

Consente inoltre di studiare 
come i cambiamenti del 
DNA codificante e non, 
influenzino l’evoluzione dei 
geni e determinino 
divergenze nell’espressione 
e negli adattamenti specie-
specifici

Obiettivo della genomica 
comparativa è la ricerca di 
SINTENIE

Regioni cromosomiche di 
specie diverse o di 
regioni cromosomiche 
duplicate presenti nella 
stessa specie che 
includono un insieme di 
geni che condividono lo 
stesso ordine relativo 
(co-linearità)

Geni omologhi:geni che condividono una comune origine evolutiva in uno stesso genoma o tra 
genomi. Si distinguono in 
ortologhi (origine a seguito di un evento di speciazione) e 
paraloghi (a seguito di un evento di duplicazione)





















- Identificazione di geni importanti per caratteri
agronomici (produttività, resistenza a stress, 
proprietà nutrizionali)

- Comprensione dell’evoluzione delle piante

STUDIO DEI GENOMI VEGETALI



Addomesticamento delle specie vegetali  





http://genomevolution.org/wiki/index.php/Sequenced_plant_genomes

http://genomevolution.org/wiki/index.php/File:Totalsequencedtree.png


• Impatto economico, sociale e scientifico

• Distanza filogenetica da altre specie 
sequenziate (-> nuove informazioni)

• Informazioni disponibili (mappe genetiche e 
fisiche)

• Capacità di persuasione dei ricercatori

Quali specie sequenziare?





























Arabidopsis thaliana

Dicotiledone (Brassicaceae)

Piccolo genoma dipolide (C1 = 125 Mbp)

Trasformabile facilmente

5 cromosomi

Piccole dimensioni

Ciclo vitale breve (2 mesi)

Primo genoma sequenziato

The Arabidopsis Genome Initiative (2000). 
Analysis of the genome sequence of the 
flowering plant Arabidopsis thaliana. Nature, 
408 (6814), 796-815 DOI: 10.1038/35048692

























The Arabidopsis Information Resource (TAIR)
http://www.arabidopsis.org/



1001 Genomes : A Catalog of Arabidopsis thaliana Genetic Variation
http://1001genomes.org/accessions.html

818 accessioni sequenziate e 
rilasciate al 13-3-2014

Weigel and Mott Genome Biology
2009, 10:107
doi:10.1186/gb-2009-10-5-107

http://genomebiology.com/2009/10/5/107/figure/F1?highres=y


RISO (Oryza sativa) 



• Analisi e confronto di genomi di specie diverse

• Fornisce informazioni sull’evoluzione delle specie e sulla funzione di geni 
e sequenze non codificanti

• Es.: funzione di un gene dedotta dallo studio di geni ortologhi in specie 
modello

GENOMICA COMPARATIVA



• Similarità di sequenza

• Localizzazione cromosomica dei geni

• Lunghezza e numero esoni

• Quantità di DNA non codificante

• Conservazione di regioni cromosomiche

GENOMICA COMPARATIVA
Cosa si analizza?



• Dimensioni

• DNA ripetitivo

• Poliploidia

Ostacoli al sequenziamento di specie 
coltivate



Dimensioni del genoma

Arabidopsis: 125 Mb Fritillaria assyriaca: 125 Gb!



ILLUMINA GENOME ANALYZER

Permette il sequenziamento in parallelo di un numero 
massiccio di frammenti genomici

-> 1 milione di basi sequenziate per volta!



Responsabile per gran parte della variabilità nelle dimensioni 
del genoma vegetale

Complica l’assemblamento delle sequenze

Sequenze non-ridondanti nel genoma: da 13% (cipolla) a 77% 
(pomodoro)

DNA ripetitivo



N.B.: le piante hanno più DNA ripetitivo degli animali, e copie 
individuali possono avere meno mutazioni per 
distinguerle, perchè più recenti

DNA ripetitivo



Cinetica di riassociazione



Cinetica di riassociazione

• Fornisce il valore Cot, cioè il prodotto fra la 
concentrazione dei nucleotidi (Co) ed il tempo di 
riassociazione (normalizzato per la conc. di cationi nel 
tampone)

• La cromatografia su colonna di idrossiapatite (che lega il 
dsDNA) permette di isolare la frazione di DNA che si 
riassocia ad un particolare valore di Cot.

• Più il DNA è ripetitivo, più basso sarà il suo valore Cot



Cinetica di riassociazione



Clonaggio basato sul valore Cot (CBCS)

L’analisi Cot permette di isolare specificamente frazioni più 
o meno ripetitive

DNA meno ripetitivo viene sequenziato

-> più facile da assemblare in contigs

-> maggiore percentuale di geni



il DNA più ricco in geni è ipometilato rispetto a quello non codificante 
(inclusa una parte di DNA ripetitivo)



Methylation filtration (MF)

Clonaggio del DNA genomico totale in ceppi di E. coli che 
degradano il DNA metilato -> sequenziamento dei cloni e 
assemblaggio in contigs

Svantaggio: non sempre il DNA codificante è ipometilato 
(es. metilazione indotta da stress, o in colture cellulari)



POLIPLOIDIA

•Duplicazione del genoma in una specie 
(autopoliploidia), attraverso errore meiotico 
(4 copie di ogni cromosoma)

•Ibridazione di due specie diverse 
(allopoliploidia)



AUTOPOLIPLOIDIA 
(es. Canna da zucchero, patata, erba medica, caffè)



ALLOPOLIPLOIDIA: TABACCO



ALLOPOLIPLOIDIA: FRUMENTO

Einkorn, «piccolo farro»

Emmer, farro



La poliploidia guida lo studio dell’evoluzione dei genomi

• Paleopoliploidia: confronto degli eventi di 
ploidizzazione
• Divergenza di sequenze duplicate
• Presenza o assenza di coppie di geni duplicati in 

seguito a ibridazione



Evoluzione dei genomi

La poliploidia è diffusa nelle piante e ha avuto origini multiple 
durante l’evoluzione



Riduzione delle dimensioni del genoma



• Destino dei geni duplicati

•Perdita di funzione per mutazione
•Nuove funzioni
•Suddivisione delle funzioni tra le due copie



Perdita di geni duplicati-> problema anche per identificare geni ortologhi in 
specie diverse



POLIPLOIDIA E SEQUENZIAMENTO DEI GENOMI

Molte specie autopoliploidi sono intolleranti all’INBREEDING, e 
hanno alti livelli di eterozigosità, importanti per la produttività

-> problema nell’assemblaggio dei contigs (più alleli diversi per ogni 
gene)

Negli allopoliploidi i cromosomi duplicati hanno subito sufficiente 
divergenza per non appaiarsi tra loro -> le sequenze delle coppie 
geniche sono distinguibili

N.B.: tutte le angiosperme sono PALEOPOLIPLOIDI, ma i geni 
“paleologhi” sono normalmente ben differenziati



Sequenziamento “whole-genome shotgun” o “clone-
by-clone”?



“whole-genome shotgun”

Vantaggi

Rapido
Meno costoso
Utile per sequenziare regioni 

refrattarie alla mappatura fisica 
(es. regioni ripetitive)

Svantaggi

Assemblaggio complicato se ci 
sono molte regioni ripetitive

In autopoliploidi,  non distingue 
aplotipi diversi di geni identici

“clone-by-clone”

Vantaggi

Delimita l’incertezza a intervalli 
piccoli (100Kb)

Un allele alla volta -> no problema 
di eterozigosità

Svantaggi

Costo dell’assemblaggio della 
library e dell’ordinamento dei 
contigs



EST = Expressed Sequence Tags

Creati sequenziando l’estremità 5' e/o 3' di mRNA 
isolati a caso e convertiti in cDNA (di solito 200–900 
nt) 

-> veloce e poco costoso
-> scoperta geni nuovi
-> marcatori per mappatura
-> base per futuri progetti di sequenziamento 

genomico
-> parziale copertura della porzione codificante del 
genoma



• Analisi e confronto di genomi di specie diverse

• Fornisce informazioni sull’evoluzione delle specie e sulla funzione 
di geni e sequenze non codificanti

• Es.: funzione di un gene dedotta dallo studio di geni ortologhi in 
specie modello

GENOMICA COMPARATIVA



SEQUENCED AND ANNOTATED GREEN PLANT GENOMES 



• Similarità di sequenza

• Localizzazione cromosomica dei geni

• Lunghezza e numero esoni

• Quantità di DNA non codificante

• Conservazione di regioni cromosomiche

GENOMICA COMPARATIVA
Cosa si analizza?



Gene con funzione ignota

Gene con funzione X

Predizione della funzione di un gene a partire dalla 
sequenza di geni in altre specie

Specie modello

Geni omologhi

Trasferimento di annotazione



• Geni ortologhi sono geni omologhi che discendono dall’ultimo
ancestore comune attraverso speciazione

• Molto probabilmente codificano per proteine con funzione simile

Geni omologhi

• Geni paraloghi sono geni omologhi che si sono evoluti per
duplicazione e possono codificare proteine con funzioni più divergenti

• Geni inparaloghi: geni ortologhi che hanno subito duplicazione

Arabidopsis gene

Rice gene A

Rice gene B

Orthologs

Speciation event

Paralogs

Gene duplication event



Come predirre l’omologia?

Similarità e omologia non sono la stessa cosa!

Geni simili si assomigliano sulla base di un’osservazione  
empirica

Geni omologhi sono geneticamente correlati (fatto storico: 
hanno antenato comune) 



human
mouse1
mouse2
worm
yeast

Perform Blast search to 

detect similar sequences

Transfer function from 

highest scoring sequence 

with known function

Errors :
• gene duplications 

(ortholog/paralog) 
• multi-domain proteins

• existing database errors

human

mouse1

Metodo classico : annotazione funzionale basata sulla somiglianza (Blast) 

Perform Blast search to 

detect similar sequences



Predizione dell’omologia sulla base della similarità

Svantaggi:

• Come stabilire la soglia di E-value per trasferire l’annotazione del gene da una specie
all’altra?

Due sequenze possono presentare similarità senza essere evolutivamente correlate!

Es. BLAST

• Non identifica eventi di duplicazione genica

Vantaggi:

• Facile

• Veloce

• Direttamente sul genoma completo



Come trovare in una specie un gene ortologo ad 
un gene noto in un’altra specie?

FILOGENOMICA



human
mouse1
mouse2
worm
yeast

Perform Blast search to 

detect similar sequences

Perform multiple alignment 

of sequences representing 

potential homologs

Phylogeny-based inference 

Perform Blast search to 

detect similar sequences

human

mouse1
mouse2

worm
yeast

Construct phylogenetic tree 

and identify orthologs

human

mouse1

mouse2

worm

yeast

duplication
fusion

Infer function from 
set of orthologs,

domain organisation,
conserved motifs 

(also 3D structure, etc.)



Vantaggi:

• Efficiente per identificare duplicazioni (paraloghi e ortologhi)

Metodi correnti

• RIO e Orthostrapper : solo per 1900 famiglie di geni vegetali (Pfam)

• GOST (usa GreenPhylDB family : 6420 famiglie geniche vegetali)

Svantaggi:

• Lento

• Richiede raggruppamento dei geni in famiglie

Predizione dell’omologia sulla base della filogenesi



Due specie modello

http://www.greenphyl.org/cgi-bin/index.cgi

Inizialmente Oryza sativa e Arabidopsis thaliana:

• Genoma completo

• Alta qualità dell’annotazione (TAIR release 7, TIGR release 5)

• Evidenze funzionali disponibili

Nel tempo integra altre specie





Amborella trichopoda Gossypium raimondii Picea abies

Arabidopsis thaliana Hordeum vulgare Populus trichocarpa

Brachypodium distachyon Lotus japonicus Ricinus communis

Cajanus cajan Malus domestica Selaginella moellendorffii

Carica papaya Manihot esculenta Setaria italica

Chlamydomonas reinhardtii Medicago truncatula Solanum lycopersicum

Cicer arietinum Musa acuminata Solanum tuberosum

Citrus sinensis Musa balbisiana Sorghum bicolor

Coffea canephora Oryza sativa Theobroma cacao

Cucumis sativus Ostreococcus tauri Vitis vinifera

Cyanidioschyzon merolae Phaseolus vulgaris Zea mays

Elaeis guineensis Phoenix dactylifera

Glycine max Physcomitrella patens

http://www.uniprot.org/taxonomy/13333
http://www.uniprot.org/taxonomy/29730
http://www.uniprot.org/taxonomy/3329
http://www.uniprot.org/taxonomy/3702
http://www.uniprot.org/taxonomy/4513
http://www.uniprot.org/taxonomy/3694
http://www.uniprot.org/taxonomy/15368
http://www.uniprot.org/taxonomy/34305
http://www.uniprot.org/taxonomy/3988
http://www.uniprot.org/taxonomy/3821
http://www.uniprot.org/taxonomy/3750
http://www.uniprot.org/taxonomy/88036
http://www.uniprot.org/taxonomy/3649
http://www.uniprot.org/taxonomy/3983
http://www.uniprot.org/taxonomy/4555
http://www.uniprot.org/taxonomy/3055
http://www.uniprot.org/taxonomy/3880
http://www.uniprot.org/taxonomy/4081
http://www.uniprot.org/taxonomy/3827
http://www.uniprot.org/taxonomy/4641
http://www.uniprot.org/taxonomy/4113
http://www.uniprot.org/taxonomy/2711
http://www.uniprot.org/taxonomy/52838
http://www.uniprot.org/taxonomy/4558
http://www.uniprot.org/taxonomy/49390
http://www.uniprot.org/taxonomy/39947
http://www.uniprot.org/taxonomy/3641
http://www.uniprot.org/taxonomy/3659
http://www.uniprot.org/taxonomy/70448
http://www.uniprot.org/taxonomy/29760
http://www.uniprot.org/taxonomy/45157
http://www.uniprot.org/taxonomy/3885
http://www.uniprot.org/taxonomy/4577
http://www.uniprot.org/taxonomy/51953
http://www.uniprot.org/taxonomy/42345
http://www.uniprot.org/taxonomy/3847
http://www.uniprot.org/taxonomy/3218






InParanoid

• http://inparanoid.sbc.su.se

• Database per identificare geni ortologhi e inparaloghi tra 
specie diverse di eucarioti (animali, piante, funghi, protisti)

http://www.pubmedcentral.nih.gov/redirect3.cgi?&&auth=0lmw8wK_vvPBs5qlIU4GJdfGgjYD1nfJOzLEjJAg0&reftype=extlink&artid=2238924&iid=161093&jid=4&FROM=Article|Body&TO=External|Link|URI&article-id=2238924&journal-id=4&rendering-type=normal&&http://inparanoid.sbc.su.se









