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Zosterisessor ophiocephalusZosterisessor ophiocephalus ((PallasPallas, 1811), 1811)

Mytilus galloprovincialisMytilus galloprovincialis

((LamarckLamarck, 1819), 1819)

http://www.fauna.is/Pages/archves/inverteb/kraeklingur.jpg
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Z. ophiocephalus
organismo bioindicatore…

• Livingstone et al., 1995
• Venier et al., 1996 e 1999
• Corsi et al., 2003
• Tallandini et al…
• …
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verso Pt.o Lido

verso Marghera

(nucleasi P1) (butanolo)

Addotti al DNA
in Z. ophiocephalus
(UniPD/MAV/CVN, 1998/1999)
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Z. ophiocephalus
…ma anche modello di studio

• Pastres et al., 2002
• Pilastro et al., 2002
• Bisol et al…
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Le risposte biologiche individuali
dipendono dall’espressione 

regolata di geni…

…ma di quali informazioni 
disponiamo per le specie 

lagunari?
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National Center for Biotechnology Information
(Marzo 2002 – Marzo 2003)

Nucleotide Protein
5600687-6589772 179571-171206 Homo sapiens

337972-372849 39281-59612 Drosophila melanogaster
264871-519155 83979-113898 Arabidopsis thaliana
217099-221207 62105-65654 Caenorhabditis elegans

19340-21561 32283-32433 Saccharomyces cerevisiae
2253-2369 447-481 Mus musculus domesticus
1743-74715 1101-1293 Oncorhynchus mykiss

407-465 8577-9483 Escherichia coli K12
342-559 293-508 Mytilus edulis
170-364 129-157 Mytilus galloprovincialis

3-3 2-2 Zosterisessor ophiocephalus
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Zosterisessor ophiocephalus

∼ 2 pg DNA (2C) in 2x23 cromosomi

… geni?
A. Libertini, comunicazione personale nell’ambito del progetto 

Co.Ri.La. (2003)
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DNA

RNA

Proteine

cDNA

Risposte funzionali in condizioni 
normali e alterate
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1.1. Produzione di librerie 3Produzione di librerie 3’’--terminali di terminali di cDNAcDNA

2.2. SequenziamentoSequenziamento sistematico disistematico di ESTsESTs di 400di 400--600 600 pbpb

3.3. Costruzione di un archivio fisico di cloni batterici Costruzione di un archivio fisico di cloni batterici 
contenenti il cDNA dcontenenti il cDNA d’’interesse (attualmente 768 per Z. o.)interesse (attualmente 768 per Z. o.)

4.4. Arricchimento continuo dellArricchimento continuo dell’’archivio e sua utilizzazionearchivio e sua utilizzazione

(ESTs, etichette di singoli trascritti genici)

Costruzione di una collezione di geni 

attivamente trascritti in RNA
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condizione, specie, tessuto 

mRNA

1. Costruzione di librerie di cDNA 3’
terminali disegnate specificatamente per 

il sequenziamento sistematico
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ABI 3700 
sequencer

robotic 
stations

BIOLIM program N.E.W.

Produzione in 
larga scala di EST

2. Sequenziamento sistematico di EST
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Apparecchiature per gestire alti numeri di campioni e reazioni
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Expression pattern
Antibody production
Yeast two hybrid

mRNA

Clustering

PCR PCR campionicampioni
Sequenziamento diSequenziamento di ESTEST

Librerie di cDNA

Archivio cloni

Computer analysis
Full length sequencing

Mapping

3. Costruzione dell’archivio fisico
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Analisi bioinformatica
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Esempio di database
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EST sequenziate
clusters  di EST
lunghezza consenso

media:
mediana: 463

768
432

65-1090
438

RISULTATI (Z. ophiocephalus, giovanile)

branchie fegato intestino

cervello muscolo

milza occhio
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Profilo di espressione

46
32

11 10 5 4 3 2 1

1 1 2 1 3 6 8 29

381

ESTs
Frequenza

11%
7%

3% 1%
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O42175 - Apolipoprotein A-I precursor (Apo-AI ) S. aurata (170, 2e-050) 

AF266178 - apolipoprotein A-1 mRNA Gillichthys seta (127, 4e-026)

Apo-lipoproteina A-1

L’espressione genica è tessuto-specifica nell’orata

(elevata nel fegato, meno a livello intestinale) ed è

modulata dal calo di [O2] in certi gobidi tolleranti all’ipossia 
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NP_002395 - microfibrillar-assoc. protein 4 Homo sapiens (214, 1e-54)

Proteina 4

glicoproteina della matrice extracellulare

coinvolta nell’adesione e interazioni intercellulari

AAA49200 - antifreeze protein Clupea harengus (Atlantic herring) (97, 2e-019)

BAA95671 - C-type lectin Cyprinus carpio (96, 4e-019)

Proteine antifreddo (famiglia delle Lectine tipo C)

glicoproteine ematiche, con motivi aminoacidici ripetuti,

consentono ai pesci di affrontare temperature molto basse 
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Apo-lipoproteina A-1

espressione genica tessuto-specifica

modulata da ipossia 
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Categorie di geni per ruolo biologico:

•Metabolismo ATP 

•Locomozione e contrazione

•Sintesi proteica

•Metabolismo del ferro

•Anti-crescita/proliferazione

•Metabolismo degli aminoacidi

•Ruolo criptico

Gillichtys mirabilis e Gillichtys seta

Clustering dei profili di espressione 

indotti da ipossia (5-10 % pO2 )

IN ROSSO: geni indotti 

IN VERDE: geni repressi 

Gracey et al., 2001 (PNAS),  Hopkins Marine Station, Stanford University, CA

Profili di espressione genica (cDNA microarray) in gobidi tolleranti all’ipossia:
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I profili di espressione genica in gobidi esposti a stress 
ipossico

potrebbero rivelare nuovi meccanismi di tolleranza e 
fornire elementi 

per affrontare patologie correlate all’ipossia/ischemia
nei mammiferi
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Sviluppo di un microarray di cDNA

•I frammenti di cDNA (EST) ordinati 
in piastre da 96 o 384 pozzetti

•Spottaggio (deposizione probes)

Marcatura con 2 fluorofori distinti  di 
due popolazioni diverse di cDNA 
provenienti da due campioni 
indipendenti di RNA 

•Ibridazione dei target sull’array.

•Rilevazione della  fluorescenza 
mediante l’ausilio di uno scanner 
dotato di laser confocali. L’intensità
di fluorescenza di ogni spot è
proporzionale all’abbondanza del 
trascritto.
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• Aghi in titanio: depositano 2 nl

• 120 spot senza ricaricarsi

• 48 aghi

• 4 h per spottare 4.800 amplificati 
in doppio su 25 vetrini

Apparecchiatura per l’allestimento del DNA microarray
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Hanno finora contribuito al lavoro sul go’ e sul mitilo: 

Sviluppo progettuale:

- Gerolamo Lanfranchi 

- Paola Venier

- Alberto Pallavicini

Prossimamente con noi:

- Aldo Viarengo

- Beniamina Pacchioni

- Chiara Romualdi

- …

Servizio sequenziamento:

http://bmr.cribi.unipd.it/

Produzione librerie di cDNA:

- Alberto Pallavicini

- Paola Venier 

- Cristiano De Pittà

- Barbara De Nardi

Sviluppo dell’archivio di geni, in silico e fisico:

- Cristiano De Pittà

- Alberto Pallavicini

- Francesco Marsano

- Nicola Vitulo

- Simeone Dal Monego

- Elena Moro

- Nicola Toniolo


