


Con il termine genoma si intende l'intera
sequenza nucleotidica, ovvero linsieme
delle sequenze di DNA codificanti e non
codificanti di un organismo.

Risale al 1995 lidentificazione del prima
genoma completo di un organismo
procariote e l'anno successivo del primo
organismo eucariote, il Saccharomyces
cerevisiae.

Lo sviluppo di tecnologie sempre piu
sofisticate, veloci e a costi inferiori, ha
permesso di identificare il genoma completo
di diverse specie , comprese quelle vegetali
di largo interesse per la ricerca di base e per
le applicazioni agro-alimentari.

Nelle cellule vegetali il materiale genetico e
presente in tre compartimenti: nucleo,
mitocondrio e plastidi.




Biologia Molecolare: definizioni

e Genoma: insieme delle sequenze di DNA di un organismo.
Include DNA dei cromosomi (procarioti ad eucarioti), DNA
plasmidico, DNA mitocondriale e DNA cloroplasti (eucarioti)

 Gene: segmento di DNA che codifica per una catena polipeptidica
(definizione funzionale)

e Acidi nucleici: molecole che codificano I'informazione genetica.
DNA, RNA



Il genoma procariotico Il genoma eucariotico

| genomi procariotici Il genoma eucariotico presenta le
presentano delle differenze seguenti caratteristiche:

rispetto a quelli eucariotici: - & pit grande di quello dei procarioti;
- sono piu piccoli; - & organizzato in cromosomi;

- sono molto compatti; - possiede i telomeri;

- spesso contengono plasmidi. - contiene sequenze ripetitive;

| batteri non possiedono un - possiede molti geni interrotti;
nucleo delimitato e le attivita - contiene sequenze regolatrici;
metaboliche avvengono nel - trascrizione e traduzione avvengono

citoplasma. in ambienti separati.



Il Paradosso del valore C

La mancanza di correlazione tra la
complessita genetica/morfologica di
un organismo e le dimensioni del
suo genoma e definita Paradosso
del valore C. | genomi degli
eucarioti hanno una densita genica
molto ridotta. In media, i geni
codificanti per proteine occupano

solo il 2-4% dell'intero genoma.

Organismo Dimensione del genoma (Mb)

Procarioti
Mycoplasma genitabium
Escherichia coli
Baallus megaterium
Eucarioti
Funghi
Saccharomyces cerevisioe (lievito)
Aspergillus nidulons
Protozoi

Tetrahymena pyriformis

Invertebrati
Caenorhabditis elegons (nematode)
Drosophila melanogaster
(moscerino della fruts)

Bombyx mori (baco da seta)

0,58
4.64
30

12,1
254

190

100

140
490

Strongylocentrotus purpuratus (riccio di mare) 845

Locusta migratonia (locusta)

Vertebrat
Fugu rubripes (pesce palla)
Homo sapiens (womo)
Mus musculus (topo)

Piante
Arabidopsis thaliana
Oryza sotiva (riso)
Pisum sativum (pisello)
Zea mays (mais)
Triticum gestivum (grano)
Frivllaria assynaca (fritillaria)

5000

400
3000
3300

100

565
4800
5000
17.000
120.000

Tratto da Brown (1998).



Le Sequenze Ripetute

Il genoma degli eucarioti contiene sequenze ripetitive, che non codificano proteine:
- sequenze altamente ripetitive, che non sono mai trascritte;

- sequenze moderatamente ripetitive, che codificano per i tRNA e gli rRNA;

- trasposoni, sequenze mobili che si spostano nel genoma.

| Geni Interrotti e lo Splicing
| geni sono formati da sequenze codificanti, gli esoni, e sequenze non codificanti, gli

introni. Il processo di rimozione degli introni e di saldatura degli esoni si chiama
splicing dell’RNA.
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ASPETTI FONDAMENTALI DI UN GENOMA
EUCARIOTICO

- E’LINEARE
- E’ fisicamente organizzato in una struttura:

NUCLEOSOMA (DNA-+istoni)
che forma strutture piu complesse e compatte:
CROMATINA e CROMOSOMA

CROMATINA
Proteine + DNA

Proteine Basiche = ISTONI
Proteine non istoniche = regolatrici

La massa del DNA e formata per circa un terzo da DNA e due terzi di proteine



Materiale genetico

* Nel nucleo sono contenuti 1 cromosomi (visibili solo nella
prima fase di divisione mitotica o0 meiotica, la profase)
costituiti da molecole di DNA (acido
desossiribonucleico),portatori dell'informazione genetica e
proteine.

* |l nucleo cellulare ha una funzione essenziale nella
trasmissione dei caratteri ereditari e nel controllo del
metabolismo cellulare.

Il DNA che si trova nel nucleo in una cellula quiescente
(assenza di divisione) e sotto forma di cromatina. Questo e
ben organizzato in un superavvolgimento dato
dall'associazione del DNA stesso con 5 proteine istoniche:
H2A; H2B; H3; H4; H1.



Eucromatina ed eterocromatina

« La cromatina, si suddivide in eucromatina (DNA disperso
attivo) ed eterocromatina (DNA compattato inattivo).

- Hetero'c,hromatm
uchromati ’ |
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|stonl

Nelle cellule eucariote, quasi tutto il DNA si
trova associato con un gruppo di cinque
proteine dette Istoni (H1, H2A, H2B, H3, H4).

Nucleosoma (8 molecole
i istoni + 146 copple
di nucleotidi di DNA)




Gli istoni sono formati da regioni globulari e da regioni basiche

ricche di arginine e lisine
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Gli istoni

Il loro ruolo fondamentale e quello di organizzare il
DNA, compattandolo in modo tale da consentire alle
cellule di conservarlo in un volume ristretto come
quello del nucleo.

La famiglia degli istoni comprende le proteine H1, H2a,
H2b, H3 e H4. Due proteine H2a, due H2b, due H3 e i
due H4 si uniscono a formare un ottamero, detto @ tone v s :
nucleosoma.

| nucleosomi hanno un diametro di circa 11nm, ed il
DNA vi si avvolge intorno per quasi due giri (un giro
e tre quarti)dando luogo al solenoide..
Tra un nucleosoma e l'altro, e presente il DNA detto
DNA linker, che puo variare in lunghezza tra poche
basi fino a circa 150. L

H1 pare prendere contatto proprio con il DNA linker, (ettameraistonico+ doppia "'“’a’
tuttavia il suo ruolo preciso non e ancora del tutto
chiarito. I vari nucleosomi uniti dal DNA linker
assomigliano quindi ad una collana di perline, e
formano la cosiddetta fibra da 10nm.

Avvolgimento
dellelica
sull'ottamero
istonico

L'istone H1 é indispensabile
per gli ulteriori avvolgimenti
dei nucleosomi



fibra da 30 nm

Gli istoni ed 1 nucleosomi da loro formati, non
vanno tuttavia pensati come entita
completamente passive con funzioni
puramente strutturali.

Gli istoni infatti sono soggetti ad un gran

numero di modificazioni post-traduzionali,

tanto e vero che e ormai evidente I'esistenza
di un vero e proprio "codice istonico".

Le modificazioni post-traduzionali che
Interessano gli istoni possono essere
acetilazioni (su residui di lisina), metilazioni
(su arginine e lisine), fosforilazioni (su serine
e treonine), ubiquitinazioni, ecc...

Questo "codice istonico" stabilisce, ad esempio,
quali siano le regioni di DNA accessibili
dall'apparato trascrizionale, ed e quindi di

fondamentale importanza nei meccanismi di
regolazione dell'espressione genica.
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H3-H4
eterotetramero

H2A-H2B
= eterodimeri

Assemblaggio dei nucleosomi mediato dalle chaperonine istoniche
(proteine acide)

a nucleosoma

core

: : DNA core
istonico

(146 bp)

DNA linker
(20-60 bp)



NUCLEOSOMA

 L'interazione tra gli istoni ed il DNA e' molto ben
regolata, infatti ogni sequenza di 150-180 paio di basi
di DNA e' legata ad una molecola di istone H1 e a due
molecole di istoni H2A, H2B,H3 e H4 a formare 1l
nucleosoma.

« Ogni nucleosoma e costituito da otto molecole di
Istoni (due per ciascun istone H2A, H2B, H3 e H4.
assoclate con 146 coppie di nucleotidi e con un
frammento di DNA linker di circa 50 coppie di
nucleotidi




nucleosoma

g istone (H1)

8 molecole di istoni
con carica positiva

2 X H2A, H2B,H3, H4

Ogni nucleosoma e costituito da otto molecole di istoni
(due per ciascun istone H2A, H2B, H3 e H4, associate
con 146 coppie di nucleotidi e con un frammento di
DNA linker di circa 50 coppie di nucleotidi
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Le code protrudono e interagiscono con nucleosomi adiacenti,
generando un piu alto grado di impacchettamento del DNA,

regolando ’accessibilita del DNA
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CROMOSOMI

Il numero e le dimensioni dei singoli cromosomi variano molto tra 1 differenti
eucarioti.

| lieviti, ad esempio hanno 12-18 cromosomi.
Le cellule umane contengono due serie di 23 cromosomi omologhi.
Ogni cromosoma e composto da una molecola lineare di DNA a doppia elica.
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Cariotipo
| cromosomi possono essere analizzati, con opportune tecniche, al microscopio
ottico, quando la cellula sta per replicarsi (metafase della meiosi o della mitosi)
ed ha duplicato e condensato il suo DNA .
E' solo in questa fase che 1 cromosomi si rendono visibili come entita’ distinte,
sono distinguibili, un braccio corto,p, ed un braccio lungo,q.
| cromosomi possono, quindi, venire ordinati in base alle dimensioni, alla
posizione del centromero (quella specie di "strozzatura" che tiene uniti i due
filamenti cromatidi) ed al tipo di bande prodotte da specifiche colorazioni.
L'ordinamento che si ottiene viene definito "mappa cromosomica'o''cariotipo".
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Il cariotipo 0 mappa cromosomica praticamente consiste nella
fotografia dei cromosomi di un individuo.

Nel cariotipo I cromosomi vengono ordinati in base a
caratteristiche definite:

- dimensioni in ordine decrescente di grandezza(il cromosoma 1
e' il piu lungo).

- Lunghezza relativa delle braccia

- Posizione del centromero

- Colorazione e bandeggio che consente l'esatta identificazione
di ogni coppia di cromosomi.

Le tecniche di colorazione permettono di ottenere il bandeggio,
definendo le bande cromosomiche caratteristiche per ogni
coppia e utilizzabili per il loro riconoscimento.

Le bande presenti su ogni cromosoma sono indicate con un
numero crescente dal centromero verso il telomero.



Ogni cromosoma contiene una lunga molecola di DNA (assieme a specifiche
proteine) la quale contiene le informazioni che sono necessarie al funzionamento
della cellula (e che verranno trasmesse alle cellule figlie)

In ogni specie 1 cromosomi Si
presentano con un numero e una
struttura caratteristici.




Struttura del cromosoma

Una struttura importante per la segregazione dei cromosomi durante la
mitosi e il centromero (0 costrizione primaria), una regione di DNA
altamente ripetuto associato ad una impalcatura proteica. ESso non
occupa la stessa posizione in tutti i cromosomi e divide ogni cromatidio
(1) in due parti, 1 bracci (lungo=4, corto=3), la cui lunghezza dipende
dalla posizione del centromero (2) stesso.

0,2-20um




Al microscopio ottico, I cromosomi sono distinguibili tra loro per le
dimensioni e per la "forma", ossia per la posizione del centromero.

metacentrici: il centromero e in posizione centrale e i due bracci
hanno la stessa lunghezza.

submetacentrico: il centromero e in posizione subterminale.
acrocentrico: il centromero e localizzato vicino ad una estremita.
telocentrico: il centromero é terminale.

I (| 1|

Braccia
cromosomiche

Centromero =

I Metacentrico

«II Submetacentrico
«III Acrocentrico

*IV Telocentrico



Durante la divisione cellulare le sequenze centromeriche si
associano a proteine specifiche che formano un complesso
multiproteico chiamato cinetocoro capace di legare 1 microtubuli
del fuso responsabili della segregazione.

Il cinetocoro e una

struttura proteica componente
del centromero. Di solito per
ogni centromero vi sono 2
cinetocori, un cinetocoro per
ogni cromatidio.

- centromero

cinetocoro




Il ruolo dei cinetocori e quello di agganciarsi
al microtubuli del fuso mitotico durante la divisione cellulare.
In questo modo I cromosomi vengono allineati correttamente
all'equatore del fuso, e successivamente grazie alla trazione dei
microtubuli, che si accorciano depolimerizzandosi nella zone
vicino al centriolo, 1 cromatidi fratelli vengono separati e
trascinati ai due poli opposti della cellula.

cromatidio cromatidio fratello

cinetocoro

microtubuli del fuso microtubuli del fuso
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Il Genoma delle Piante

| genomi vegetali sono ricchi di elementi trasponibili o trasposoni (85% mais, 55%
orzo), e questo apporta alle piante un grado di variabilita molto piu elevato dei

genomi animali.

Nel Regno Animale la maggior parte del DNA non codificante e contenuto nelle
sequenze introniche, invece nelle piante gli introni sono di dimensioni ridotte e il DNA
non codificante e contenuto principalmente nelle regioni intergeniche.

- Una regione intergenica (IGR)

e un tratto di DNA sequenze situate

tra geni . Regioni intergeniche sono

un sottoinsieme di DNA non codificante.

Di tanto in tanto un po 'di DNA intergenico
agisce per controllare i geni nelle vicinanze,
ma la maggior parte non ha alcuna funzione
nota attualmente.
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Un secondo fattore che puo spiegare I'laumento della dimensione del genoma
vegetale e |la poliploidia.

La ploidia si riferisce alla configurazione cromosomica di una specie. Una pianta
normale e diploide, con una serie di cromosomi derivati dal maschio e un set dalla
femmina. Ma i vegetali possono essere triploidi, tetraploidi o addirittura esaploidi,
con tre, quattro o sei serie di cromosomi.

| poliploidi si formano a seguito della non disgiunzione che si verifica nella fase di

mitosi che si tradurra in bivalenti o multivalenti

Aploide Diploide Poliploide
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POLIPLOIDI

Possiamo quindi avere:
1 monoploidi (aploidi) x
2 diploidi 2x

3 triploidi 3x sterile

4 autotetraploidi 4x

5 pentaploide 5x sterile
6 allotetraploidi 2x+2x’

Dove x € il numero cromosomico di base.

X e uguale a 7 per cereali e le foraggere.

Nelle specie diploidi il numero cromosomico aploide o gametico n si identifica con
X e la situazione 2x coincide con la condizione 2n;

nelle specie poliploidi tale corrispondenza non si ha piu.



Autopoliploidia e allopoliploidia

L'autopoliploidia e la condizione in cui un organismo e composto da tre o piu serie di

cromosomi ricevuti dalla stessa specie con genomi simili. L'alloploidia € la condizione
in cui un organismo e composto da tre o piu serie di cromosomi ricevuti da una specie
diversa con genomi diversi. La differenza chiave tra Autopoliploidia e Allopoliploidia e
il tipo di organismi che contribuiscono alla rispettiva condizione di poliploidia.

Esempio di autopoliploidia: la cultivar
di patata oggi maggiormente utilizzata
Solanum tuberosum ha un corredo
cromosomico 2n=4x=48, |a specie
selvatica da cui ha avuto origine
2n=2x=24

Esempio di allopoliploidia: la specie
Brassica napus 2n=4x=38 si & generata
dall’unione di Brassica oleracea
2n=2x=18 e Brassica campestris
2n=2x=20

a) Autopoliploidi: piante poliplioidi in cui 2 o pit cromosomi sono uguali tra
loro

f
A\ = - =
\ 2n \

2n=6
4n=12 4n

b) Allopoliploidi: piante poliploidi che derivano dall'incrocio tra 2 specie affini
(genomi simili ma non uguali)
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Poliploidia e miglioramento.

La poliploidia ha una notevole influenza sulla morfologia e
sulla fisiologia delle specie vegetali. Rispetto ai diploidi
corrispondenti, gli autopoliploidi tendono ad avere cellule
piu grandi, che provocano l'allargamento di organi singoli,
come le foglie, i fiori e i semi. Tratti fisiologici come
I'altezza delle piante, il tasso di crescita, il tempo di
fioritura e la fertilita possono essere alterati dalla
poliploidizzazione.

Un numero limitato di studi sono stati condotti solo su
metaboliti specifici hanno indagato i cambiamenti
metabolici causati dall'autopoliploidia. La produzione di
alcaloidi & stata migliorata con autotetraploidia artificiale in
Hyoscyamus niger. E stato osservato che gli oli essenziali si
accumulano in misura maggiore in piante autotetraploidi

(Cymbopogon).
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Figure 18-5 Epidermal leaf cells of tobacco plants, showing an
increase in cell size, particularly evident in stoma size, with an increase
in autopolyploidy. (a) Diploid, (b) tetraploid, (c) octoploid. (From
W. Williams, Genetic Principles and Plant Breeding. Blackwell
Scientific Publications, Ltd.)



Progetti genoma

2000 Arabidopsis thaliana (dicotiledone)

2002 Oryza sativa (monocotiledone)

2006 Populus trichocarpa (prima pianta legnosa)
v 2007 Vitis vinifera

La disponibilita di sequenze genomiche complete per diverse piante ha permesso studi
di GENOMICA COMPARATIVA.

| genomi degli eucarioti differiscono

—

nel grado in cui i geni nel grado in cui l'ordine
rimangono sullo stesso dei geni viene mantenuto
cromosoma sul cromosoma
SINTENIA COLINEARITA

E logico pensare che piu due taxa sono vicini dal punto di vista filogenetico e maggiore sara il
grado di sintenia tra i loro genomi



- Due organismi con un antenato in comune relativamente recente hanno genomi che
presentano differenze specie-specifiche, basate sullo schema comune del genoma
ancestrale

- Nelle piante la sintenia € di enorme importanza puo risultare utile per gli studi di
genomica comparata e operazioni di mappatura

L
[

113'

-

7’

} ’ J : ’/: . 4 .‘ )&6‘ ‘k., T A I

s 4

Il frumento ha un genoma molto grande (17.000 Mb) piu di cinque volte quello umano

Il genoma di riso e di 400 Mb e la genomica comparativa tra i due ha rivelato molte
similarita



IL DNA MITOCONDRIALE: ORIGINE ED EVOLUZIONE, ORGANIZZAZIONE E
CONTENUTO

Cloroplasti Mitocondri

E noto che mitocondri e plastidi si siano originati da eventi di endosimbiosi.
Secondo Martin e Muller (1998) lipotesi piu probabile € che l'origine dei
mitocondri non sia stata successiva all’'origine della cellula eucariotica ma sia
avvenuta contemporaneamente ad essa. A supporto di tale ipotesi il DNA
mitocondriale (mtDNA) e pressoché lo stesso in tutti gli eucarioti.



Il DNA mitocondriale delle piante e di dimensioni molto variabili e molto piu
grande (200-2500 kb) rispetto a quello animale (16-20 kb) e fungineo (17-100 kb).

Si possono identificare tre tipi di organizzazione del mtDNA: ancestrale, ridotto ed
espanso.

Quello ancestrale, riscontrato in alcune alghe (es: Prototheca wickerhamii e
Chara vulgaris) e di solito costituito da filamenti circolari o lineari (42-70 Kb)
contenente un numero relativamente alto di geni (50-60).

Un esempio ben noto di mtDNA ridotto (16-25 kb) e Chlamydomonas reinhardtii,
Il primo organismo fotosintetico ad avere il mMtDNA completamente sequenziato,
presenta un mtDNA lineare a doppia elica con 8 geni codificanti per proteine e 3
tRNA.

Il mtDNA delle piante terrestri e invece espanso raggiungendo anche le 2500 Kb.
Tuttavia le dimensioni non sono correlate al contenuto di geni che non e di molto
maggiore a quello presente nelle alghe verdi.



i Sequenze introniche

E Sequenze di origine plastidiale

.| Sequenze di origine nucleare

E Sequenze presenti sia nel DNA nucleare che nel mtDNA
B Sequenze ripetute

[ Sequenze codificanti proteine

B Sequenze codificanti RNA ribosomale

1 Sequenze codificanti RNA transfer

B Open Reading Frame > 100 aminoacidi

" Origine e funzione sconosciuta

Figura 3.5
Rappresentazione schematica delle diverse componenti del genoma mitocondriale di A. thaliana.



IL DNA PLASTIDIALE: ORIGINE ED EVOLUZIONE, ORGANIZZAZIONE E

CONTENUTO Prolo-2ucariote Alga

——

Cianobattario Plaslicic primario
(doppia membrana)

1. Una cellula ameboide fagocita un cianobatterio che non viene digerito

2. L ospite fotoautotrofo perde la parete cellulare, trasferisce al nucleo dell’ospite
piu del 90% del suo genoma e cede parte dei prodotti della fotosintesi.

3. Si stabilisce tra i due organismi una relazione di simbiosi obbligata che ha
permesso la colonizzazione della terra 450 milioni di anni fa.

4. Sebbene molti geni di questo batterio ancestrale siano stati trasferiti al genoma
nucleare, i plastidi hanno mantenuto un completo macchinario per sintetizzare
proteine e sufficiente informazione genetica per codificare circa 100 delle loro
2.500 proteine.

5. Questo evento ha dato origine a 3 linee evolutive: le glaucofite, le alghe rosse e
le alghe verdi ed i loro discendenti, le piante



Le molecole di DNA plastidiale si raggruppano

In complessi chiamati nucleoidi che sono

costituiti da DNA, RNA e svariate proteine

necessarie per I’organizzazione e il nucleoide —’@
mantenimento del nucleoide stesso, la

replicazione e la trascrizione.

Il DNA plastidiale puo essere circolare (circa

120-200 Kb) o lineare.

Generalmente, nell’unita base, una porzione

della molecola (20-30 kb) e ripetuta con un

orientamento invertito: queste due regioni, dette Regione a singola
ripetute invertite (IR), contengono i copia grande
geni che codificano per ’'RNA ribosomale. IR

separano due regioni a singola copia

che hanno dimensione diversa e sono chiamate

regione a singola copia piccola e j:g;g;
regione a singola copia grande. | geni trasferiti  Regione IR, N, copia #/ Regione IR,

piccola

nel nucleo acquisirono sequenze per un
segnale di riconoscimento delle proteine
Indirizzate al plastidio: peptide di transito.



