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DNA, RNA, proteina 



Le basi degli acidi nucleici 



Appaiamento fra le basi 



Il nucleotide 

(Deossiribosio) 

Zucchero 



Il legame fra nucleotidi 



Il legame fra nucleotidi e fra le due eliche del 
DNA 



Mutazione puntiforme 

La più piccola variazione genetica possibile 



Mutazione puntiforme 

• La più piccola variazione genetica possibile 

 

• Silente 

– GGG  GGA  [Gly  Gly] 

• Missenso 

– GGG  GAG  [Gly  Glu] 

• Nonsenso 

– TGG  TAG  [Trp  Stop] 



Possibili effetti di una mutazione puntiforme 



Altre alterazioni del genoma virale 

• Inserzione (base/i in più) 
  GGATGCTTG  GGACTGCTTG 

 
• Duplicazione (inserzione di uno stesso segmento) 
   GGATGCTTG  GGATGTGCTTG 

 
• Delezione (base/i in meno) 
   GGATGCTTG  GGACTTG 

 
• Inversione (serie di mutazioni puntiformi in ordine inverso) 
   GGATGCTTG  GGCGTATTG 



Il frame di lettura nella codifica del DNA/RNA 



Alterazioni del frame di lettura (frameshift) 



Alterazioni del frame di lettura (frameshift) 

• Inserzione di 1 base: alterazione del frame di lettura 

 GGA TGC TTG  GGA CTG CTT G 

 

• Delezione di 3 basi: conservazione del frame di lettura 

 GGA TAC CTT ATA GGA CTT ATA 

 

• Duplicazione di 4 basi: alterazione del frame di lettura 

 GGA TGC TTG ATA  GGA TGC TTG CTT GAT A 

 



Il frame di lettura nella codifica del DNA/RNA 

THE FAT CAT ATE THE BIG RAT 

THE FAT CAT ATE TEB IGR AT 

THE FAT CAT ATS ETH EBI GRA T 

THE FAT CAT TOM ATE THE BIG RAT 

THE CAT ATE THE BIG RAT 

Delezione di 1 base e 
perdita frame 

Inserzione di 1 base 
e perdita frame 

Inserzione di 3 basi e 
conservazione frame 

Delezione di 3 basi e 
conservazione frame 



Origine delle mutazioni 

• Spontanee 

– Forme tautomeriche delle basi 

– Errori nella sintesi di DNA / RNA 

 

• Indotte 

– Agenti fisici (es. radiazione UV, radiazione X) 

– Agenti chimici (es. nitrosammine, alchilanti) 

 



Forme tautomeriche delle basi 

forma 

consueta 
 forma rara 



Forme tautomeriche delle basi 



Forme tautomeriche delle basi 



Forme tautomeriche delle basi 



Tassi di mutazione nei diversi genomi virali 



Agenti chimici mutageni 

La sostituzione genera un diverso appaiamento e quindi una mutazione 



Agenti chimici mutageni intercalanti 

La distorsione del DNA causa inserzioni o delezioni 



La radiazione elettromagnetica 



Induzione di mutazioni da parte della radiazione 
elettromagnetica 

La mutazione deriva dalla errata riparazione del danno 



Induzione di mutazioni da parte della radiazione 
elettromagnetica 

La mutazione deriva dalla errata riparazione del danno 



Genetica virale  

• Studio del genoma virale e delle sue modalità 
di evoluzione 

 

• Utilità in molti settori di studio e applicativi 

– Patogenesi 

– Sviluppo vaccini 

– Farmacoresistenza 

– Nuovi virus emergenti 

 



I virus possono evolvere rapidamente 

• Tempo di generazione rapido (12-48 ore) 

 

• Molti “individui” per generazione (in genere 
104-105 per cellula) 

 

• Tassi di errore variabili nella replicazione 

– Limitato nelle DNA-polimerasi DNA-dipendenti 

– Elevato nelle RNA-polimerasi RNA-dipendenti e 
nelle DNA-polimerasi RNA-dipendenti 

 



I virus possono evolvere rapidamente 

• La natura del genoma virale influenza la 

genetica del virus 

– DNA vs. RNA vs. DNA/RNA (retrovirus) 

– RNA positivo vs. RNA negativo 

– RNA segmentato vs. RNA non segmentato 



Tassi di errore delle polimerasi 

 
Gli errori sono 
l’evoluzione!! 



Virus “wild type” e mutanti 

• I virus sono variabili 
– Variabilità inter-host 

– Variabilità intra-host   

• La variante più frequente in natura è il virus 
“selvaggio” (wild type) 
– La sequenza nucleotidica più spesso riscontrata 

(sequenza consensus) 

• Le varianti che differiscono dal wild type sono 
mutanti 



Sequenza consensus 

• Definizione National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
– A theoretical representative nucleotide or amino acid sequence in 

which each nucleotide or amino acid is the one which occurs most 
frequently at that site in the different sequences which occur in nature 

V1 ACGTAGCTGACGGCTGAGCTGATGGCAGATACTCATAACGGATAGAGT 

V2 ACGGAGCTGTCGCCTGAGCTGATGCCAGATGCTCATATCGGATAGAGT 

V3 ACGGAGCTGACGGCTGAGATGATGCCAGATGCTCCTATCGGATAGAGT 

V4 TCGTAGCTGCCGCCTGAGCTGATGCTAGATGCTCATATTGGATTGACT 

V5 ACGTAGCTGACGGCTGAGCTGAAGCCAGATGCTCATATCGGATAGAGT 

 

CN ACGTAGCTGACGGCTGAGCTGATGCCAGATGCTCATATCGGATAGAGT 

Ad ogni posizione inserisco la base più frequente in natura 
 

Ma una sequenza completamente identica al consensus può essere difficile da trovare! 



Linee evolutive all’interno della specie 

• Per la maggioranza delle specie virali si possono 
individuare linee evolutive diverse 

– Genotipi o sottotipi 

• La classificazione deriva dall’analisi filogenetica 

• I diversi genotipi/sottotipi possono avere 
proprietà diverse 

– Patogenicità (es. HIV-1 più patogeno di HIV-2) 

– Sensibilità ad interferone  (es. HCV-1 meno sensibile di 
HCV-2) 



Linee evolutive all’interno della specie 



Variabilità virale e “quasispecie” 

QUASISPECIES 
“A distribution of mutants that 

is generated by a 
defined mutation - selection 

process” (M. Eigen, 1989) 

Sistema eccellente per la 
persistenza nell’ospite a lungo 

tempo (es. HIV, HCV) 



Variabilità virale 

Troppi 
errori! 

Troppi 
pochi 
errori! 



Variabilità virale e “quasispecie” 

A. Un virus omogeneo può essere 
perfettamente adatto a replicare 
nella condizione standard (wild 
type) 
 

B. Se la condizione cambia (es. 
aggiunta di un farmaco), quel 
virus può soccombere 
rapidamente 
 

C. La condizione di quasispecie 
garantisce che all’interno della 
popolazione virale ci sia o possa 
facilmente evolvere una variante 
adatta ad ogni nuova condizione 



HIV, HBV, HCV turnover and mutation rate 

HIV HBV HCV 

Daily production 
of virus 

1010 1012 to 1013 1012 

Plasma levels 103 to 106 105 to 109 104 to 107 

Mutation rate 10-4 to 10-5 10-5 10-4 to 10-5 



Phylogenetic analysis of HCV 18–22 yr after 

common-source outbreak 

About 500 women 
inadvertently infected 
with HCV from a single 
acutely infected source, 
as a result of treatment 

with contaminated 
anti-D immune globulin 

(Kenny-Walsh, NEJM 
1999) 

Ray, JEM 2005 



Cambiamenti genetici nei virus 

• Mutazioni (variazioni in un genoma) 

– Mutazioni puntiformi 

– Inserzioni 

– delezioni 

• Ricombinazione (scambio di informazione fra più 

genomi) 

– Rottura e riunione (virus a DNA) 

– Scelta di copia (virus a RNA) 

– Riassortimento (virus a RNA segmentato) 

 



Cambiamenti genetici nei virus 

Un virus entra in una cellula e si 
replica commettendo un errore e 

generando un mutante 

Due virus entrano in una cellula e si 
replicano scambiandosi parti del 

genoma e generando un ricombinante 



Tipologie di mutanti virali 

• Letale (funzione fondamentale compromessa, mancata 
replica) 
 

• Leaky (funzione mantenuta a livello subottimale) 
 

• Letale condizionale (replica in presenza di alcune 
condizioni alterate ma non in quelle normali in cui 
replica il wild type) 
– Mutanti temperatura-sensibili (ts), si replicano a 

temperatura inferiore (32°C) ma non a quella ‘standard’ 
(37°C) 

– Mutanti ‘host-range’ non si replicano in tutti i tipi cellulari 
nei quali si replica il ceppo wild type originale 



Mutanti virali di interesse medico 

• Mutanti (più) virulenti 
– Hanno acquisito maggiore virulenza per l’uomo, possono 

produrre malattia di maggiore entità o infettare distretti di 
solito non interessati (es. ceppi influenzali neurotropi) 

 
• Mutanti attenuati 

– Minore patogenicità ma buona antigenicità (usati per 
vaccini, es. rosolia, morbillo) 

 
• Mutanti farmacoresistenti 

– Sono meno sensibili ai farmaci antivirali, creano problemi 
di trattamento anche se possono essere meno virulenti del 
virus originario (es. HSV, HIV, HBV) 



Interazioni fra virus  

• Presupposto: infezione di una stessa cellula da parte di due o più 
virus 
– Varianti di una stessa specie 
– Raramente, due specie diverse 

 
• Interazioni di tipo genetico 

– RICOMBINAZIONE 
– Sono interessati i genomi dei due virus, si genera un nuovo genoma 

diverso da quello dei due virus originali 

 
• Interazioni di tipo non genetico 

– COMPLEMENTAZIONE 
– Non sono interessati i genomi ma solo le proteine dei due virus, non si 

genera un genoma diverso  



Ricombinazione nei virus a DNA 



Ricombinazione nei virus a DNA 

Ricombinazione ‘classica’ o omologa (rottura e riunione) 



Ricombinazione nei virus a DNA 

Strand Resection. One strand of the duplex is degraded by a 

nuclease starting from the double strand break. 

Strand Invasion. The single stranded tail searches for a 

homologous sequence elsewhere in the genome. If it finds a 

sequence it will invade the duplex and form a heteroduplex DNA.  

Annealing and Synthesis. Strand synthesis initiates from the 3' 

ends. The other single-stranded tail can anneal to the displaced 

strand.  

Holliday Junction. DNA synthesis and strand displacement leads to 

formation of a second crossover structure called a Holliday Junction.  

Resolution of Holliday junctions and Crossing over. Cleavage of 

the Holliday junctions can occur via nucleases in two ways. Cleavage 

of both junctions along different axes will lead to a crossover of the 

distal arms. On the other hand, cleavage along the same axes will 

leave the distal arms unchanged.  



Ricombinazione nei virus a RNA 

• Sembra poco attiva nei virus a RNA negativo 
– Evoluzione basata su mutazioni e su riassortimento nel 

caso di genoma segmentato (es. virus influenzale) 

La RNA 
polimerasi salta 
da un template 

all’altro 

“Scelta di copia” 



Ricombinazione nei 
virus a RNA 

• La cellula ospite non offre 
un sistema per ricombinare 
RNA (a differenza del DNA) 
 

• Le RNA-pol RNA-dip sono 
poco processive (si fermano 
dopo poche addizioni di 
basi) 
 

• Alla ripresa dell’attività 
possono saltare su un 
diverso template e 
continuare la sintesi 
 

• Si forma in al modo un 
nuovo genoma ibrido 



Ricombinazione nei Retrovirus 

• I Retrovirus ono 
gli unici virus 
diploidi 
 

• Un’infezione 
mista può 
generare un 
genoma 
eterozigote 
 

• Facilitazione per 
gli eventi di 
ricombinazione 
 

• La trascrittasi 
inversa salta da 
un template 
all’altro (scelta di 
copia) e genera 
un nuovo 
genoma ibrido 



Ricombinazione nei Retrovirus 



Riassortimento nei virus a RNA segmentato 

• Orthomixovirus 
(influenza) 8 
segmenti 

 

• Reovirus 10-12 
segmenti 

 

• Bunyavirus 3 
segmenti 

 

• Arenavirus 2 
segmenti 

 

Virus A Virus B 

A B riassortanti 



Riassortimento e ricombinazione nel virus 
influenzale 



Complementazione 

• I mutanti riescono a produrre un corredo completo di prodotti se 
hanno difetti in geni diversi 

• La nuova particella virale utilizza le proteine codificate dai due virus 
diversi mentre nessuno dei due potrebbe replicare da solo  



Complementazione – prima e seconda generazione 

Ceppi parentali wild type diversi 

Prodotti della complementazione 
in prima generazione (capsidi 

misti ma genomi originari) 

Prodotti della seconda 
generazione da infezioni singole 

(identici ai ceppi parentali) 



Mescolamento fenotipico per complementazione 

• Pericapside con mix di proteine dei due virus 
• Può cambiare il tropismo (fenotipo) ma si tratta di 

complementazione (interazione non genetica) 
• Alla successiva generazione si produce di nuovo il virus originario 



Produzione pseudotipo per complementazione 

• Si può produrre un virus in grado infettare cellule 
normalmente non sensibili rivestendolo per 
complementazione delle proteine di membrana di un altro 
virus a cui le cellule sono sensibili (pseudotipo) 



Gruppi di complementazione nei virus influenzali 

• I mutanti che non 
complementano fra 
di loro definiscono 
un gruppo di 
complementazione  

 
• Il numero di gruppi di 

complementazione in 
una collezione ampia 
di mutanti coincide 
con il numero di geni 



Evoluzione dei virus e superamento della 
barriera di specie 

• Occasionalmente un virus può evolvere in una 
variante che diviene capace di infettare una 
nuova specie  

– Se il nuovo ospite è l’uomo di definisce zoonosi 

– Due scenari possibili 

• Contagio da uomo a uomo non efficiente 
– Casi sporadici ma nessuna epidemia 

• Contagio da uomo a uomo efficiente 
– Possibile focolaio epidemico 



Evoluzione dei virus e superamento della 
barriera di specie 

• Es. contagio da uomo a uomo non efficiente: H5N1 flu 

Total  number of cases includes number of deaths  
WHO reports only laboratory confirmed cases 
All dates refer to onset of illness 

Tasso di mortalità: 60% 



Nuovi virus influenzali emergenti? 



Evoluzione dei virus e superamento della 
barriera di specie 

• Es. contagio da uomo a uomo efficiente: SARS 

Zibetto (Civet cat) Pipistrello (Horseshoe bat) 

ZO
O

N
O

SI 
  



Coronavirus della SARS  

On July 5, 2003, the WHO announced that the last 
human chain of SARS transmission had been broken, 

meaning that SARS may be contained among humans. 
Since then, no new cases have been reported. According 
to the WHO, 8,422 people were affected up to August 7, 

2003, and 916 had died.  
 

One in five of those affected was a healthcare worker. 
 

People should still exercise caution because the origin of 
the virus remains unknown. This means that the virus 
may still exist in animals and once again jump over to 

humans, creating a new outbreak. 



Coronavirus della SARS  

Host Range of SARS-CoV Is Determined by Several Amino Acid Residues in the Spike Protein. (a) The 
spike protein of the SARS-CoV that caused the SARS epidemic in 2002–2003 fits tightly to the human 
host cell receptor ACE2. (b) The civet SARS-CoV has two different amino acids at positions 479 and 487. 
This spike protein binds very poorly to human ACE2, thus the receptor is only weakly activated. (c) The 
spike protein on the human SARS-CoV that was isolated from patients in 2003 and 2004 also differs 
from that seen in the epidemic-causing SARS-CoV by two amino acids. This SARS-CoV variant caused 
only mild, sporadic cases. 



Nuovi coronavirus emergenti? 



Evoluzione dei virus e superamento della 
barriera di specie 

• Scenario virus Nipah 
– 1997: nuova malattia respiratoria ed encefalite suini in 

Malesia 

– Casi di encefalite anche negli allevatori di suini 
• Oltre 100 morti nei due anni successivi 

– 1999: isolato nuovo Paramyxovirus dal cervello di un 
paziente (virus Nipah) 

• Sono sacrificati >1 milione di suini nel tentativo di contenere 
l’epidemia 

– Altre 12 epidemie censite fino ad oggi, sempre Sudest 
Asiatico 



Evoluzione dei virus e superamento della 
barriera di specie 

Viruses in the family Paramyxoviridae are 
classified in two subfamilies, Paramyxovirinae 
and Pneumovirinae. The latter subfamily contains 
two genera, Pneumovirus and Metapneumovirus. 
The number of genera in the Paramyxovirinae 
was increased in 2002 from three (Respirovirus, 
Morbillivirus and Rubulavirus) to five by the 
addition of two new genera, Avulavirus and 
Henipavirus. The Avulavirus genus contains avian 
paramyxoviruses that were previously classified 
in the Rubulavirus genus, and the Henipavirus 
genus was created to accommodate Hendra virus 
and Nipah virus. 
  
The phylogenetic tree shown here is based on an 
alignment of the deduced amino-acid sequence 
of the N gene of selected Paramyxovirinae 
subfamily members using the Neighbour-Joining 
method (see the genome organization of 
henipaviruses in Fig. 2). Viruses are grouped 
according to genus and abbreviated as follows. 
Morbillivirus genus: MeV (measles virus), CDV 
(canine distemper virus); Henipavirus genus: HeV 
(Hendra virus), NiV (Nipah virus); Respirovirus 
genus: SeV (Sendai virus), hPIV3 (human 
parainfluenza virus 3); Avulavirus genus: NDV 
(Newcastle disease virus); Rubulavirus genus: 
hPIV2 (human parainfluenza virus 2), MaV 
(Mapuera virus), MuV (mumps virus), PIV4a 
(parainfluenza virus 4a), PoRV (porcine 
rubulavirus), SV5 (simian parainfluenza virus 5), 
SV41 (simian parainfluenza virus 41); and 
unclassified viruses SalV (Salem virus) and TPMV 
(Tupaia paramyxovirus). 



Evoluzione dei virus e superamento della 
barriera di specie 

• Scenario virus Nipah 

Trasmissione interumana 
dimostrata in epidemie in 

Bangladesh 



Coevoluzione virus e ospite 

• Poxvirus del Myxoma introdotto deliberatamente in 
Australia contro i conigli selvatici nel 1950 

• Inizialmente alta letalità, poi i conigli sopravvivono 
sempre più spesso 

• Nel 1980 il numero dei conigli e i danni da essi derivati 
sono tornati come nel 1950 

• Nel 1995 si introduce il virus emorragico del coniglio 
(RHDV, Calicivirus) 

• Inizialmente alta letalità, poi un secondo virus 
emorragico poco patogeno infetta i conigli 
immunizzandoli contro RHDV 

• I conigli sono ancora lì in grande quantità… 



Coevoluzione virus e ospite 

Coniglio 
selvatico 

australiano 

Myxoma 
virus 



FINE 



Il frame di lettura nella codifica del DNA/RNA 



Isolamento su placca 
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