Il mondo microbico ¢ il prodotto di 3.7 billioni di anni di evoluzione

I microrganismi hanno quindi esplorato :
m==>Una moltitudine di nicchie ecologiche
m==)>tutte le varie combinazioni di condizioni climatiche

-ENORME SFRUTTAMENTO DELLE CAPACITA" BIOCHIMICHE
DI UNA CELLULA

‘ENORME DIVERSITA' DI SEQUENZA
Una delle maggiori differenze con gli eucarioti e costituta dalla

DIVERSITA'  DELLA SEQUENZA PER LA STESSA FUNZIONE GENICA

E' proprio questa diversita di sequenza che fornisce diverse proprieta
-cinetica

‘regolazione

-stabilita delle macromolecole ( proteine, enzimi etc) che sono
importanti per lo sfruttamento globale degli elementi della terra



Tutti i composti organici naturali e molti di quelli sintetici possono
essere degradati da uno o piu gruppi microbici.

L'energia e ottenuta per ossidazione dei composti e viene conservata
sotto forma di molecole ad alta energia come ATP

Energia in presenza di ossigeno  m===)> AEROBI

Energia in assenza di 0ssigen0 mmmm) ANAEROBI

Energia da composti ORGANICI CHEMIOORGANOTROFI

Energia da composti INORGANICT CHEMIOLITOTROFI
( unica ai Batteri ed Archea)

Energia dalla LUCE FOTOTROFI

CARBONIO come NUTRIENTE : ETEROTROFT se richiedono una o
pit fonti di carbonio
AUTOTROFT se richedono solo CO, (produttori primari )



Energia

Fototrofi : Alcuni Batteri ed Come si classificano i batteri in
Archea ricavano energia dalla base alle fonti di energia e di
luce come le piante ed alghe carbonio

Chemiotrofi: sfruttano l'energia
libera delle reazioni chimiche

1. Chemioinorganotrofi (o (——a )
chemiolitotrofi) utilizzano 3 ] MRaiid —
energia rilasciata da reazioni gl " Chemio-_ | [ Compost | Energia
tra composti inorganici ( S | SDEnsnS Eoouere | TP NADH)
ossidazioni di solfuro, ferro S Chemio- | [ Composti 1}
. ) organotrofi organici
ferroso ammonio) ( solo Batteri e i)
ed Archea) ™ Por
2. chemiorganotrofi ricavano T
ener‘gci.a dg ComPOSﬁ organici -Eg ! [ Eterotrofi J [ C organico \. Metaboliti ]
aroonio ‘23 ' : g pté!(_:l‘{!‘son
- capaci di ridurre CO, in 8 | Rttt _] L0 ) —
materiale organico autotrofi

- necessitano di molecole
organiche eterotrofi



Azoto

- Molti organismi possono assumere azoto
come ammonio per poi inserirlo nei
compositi organici

- capaci di ridurre ad ammonio altre forme
di azoto presente nei nitriti o nitrati

Azoto combinato viene gradualmente
trasformato in N, ( azoto molecolare) gas
Inerte

Molti procarioti sono capaci di ridurre N,
ad ammonio ripristinando la disponibilita di
azoto combinato per tutti gli organismi
viventi. AZOTOFISSAZIONE processo

unico dei procarioti




Cellula procariotica e cellula eucariotica a confronto :
e un problema di dimensioni o di organizzazione ?

Cytoplasm Nucleoid Ribosomes

Cell wall Cytoplasmic membrane

@

Cytoplasmic
membrane

Endoplasmic
reticulum

Ribosomes
Nucleus
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Nuclear
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Cellula procariotica e cellula eucariotica a confronto




Ma quali sono le dimensioni di una cellula batterica ?

Un batterio bastoncellare e generalmente lungo dala 5 pum e largo 1um
la testa di una particella virale e circa 0.065um

Typical eukaryotic cell

—
1000 nm (1 um)



IaDena £.1 varatensucne cne aimerenzianoc paien, arcnel ed eucanon®.

CARATTERISTICA BACTERIA ARCHAEA EUKARYA
atruttura callulara procariota + + —
Membrana nuclaars - - +
CNA cromosomale circolara + + —
Ciparani + + _
RN& polimarasi 1 = 1 3
Mureina nella parate cellulare + - _
Sensibilits ad antibictici - lattamici + - -
Lipidi di membrana: lagame Eztara Etara Eztarg
Ribosami T0E 7O 205
t-RHA di inizio traduziona fiet Met Met
Sensibilita alla tozsina difterica — + +
Sensibilita a cloramfenicol, streptomicing, kanamicing + - -
Chamiolitotrofia + + -
con produziona di matano - + =
con oesidaziona di ammonio . _ B
Respirazione con ossigano + + +
Respirazione con altri accattori di elattroni + + -
Fissaziona di apoto alamantara + + _
Fotosintesi serza produzione di 0, + + -
Fotosintesi con produziona di O, + - +
CrascitaaT = 80 °C + + -
Crascitaa T =100 °C = + -

d) + indica prasenza della carattaristica in una parta o nella totaliti dei companenti del ragruppaments; — indica che di norma la caratteristica & assanta.




Morfologie caratteristiche dei batteri

) Spirocheta
Cocco d=1.5um Q d=0.25 um

Coccus Spirochete

Bastoncello d= Forma
1L.um = gemmante e
Hypha

Rod

Stalk peduncolata

Budding and appendaged bacteria d=1.2 pm

Forma
filamentos
d=0.8um

Spir'illo: 1.“m Spirillum

Filamentous



Piani di

divisiona
- N
Diplococchi
(a) \
(k) Straptococchi
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Bacilk

Cocoobacillo

Diplobacillo

Streptobacille
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Spirocheta



Deinococcus radiodurans € un
batterio altamente resistente a
elevate radiazioni.

Sopravvive a dosi di radiazioni letali
per 'uomo. E puo riassemblare il
proprio cromosoma dopo che & stato
distrutto dalle radiazioni. Si divide
secondo due piani formando
aggregati.



Ma le piccole dimensioni talvolta non bastano per definire una

cellula procariotica

La gran parte dei batteri
ha dimensioni comprese
tra0.5e 2 um

Epulopiscium fishelsoni,
microrganismo simbionte
dei pesci ha una lunghezza
di 600 um ed e 4 volte piu
grande di cellule di
Paramecium un protozoo di
150 um

Oscillatoria (a cyanobacterium)
8 x50 um
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Bacillus
megaterium
1.5 x4 um

D

Escherichia coli
1x3um

Streptococcus
pneumoniae
0.8 um diameter

Haemophilus
influenzae
0.25x 1.2 um



Thiomargarita & un enorme solfobatterio chemiolitotrofo visibile ad
occhio nudo! Vantaggio selettivo delle dimensioni non & chiaro:
indubbiamente riesce ad immagazzinare molti granuli di zolfo
utilizzato come fonte di energia.

volume 108 volte
superiore a E.coli




Batteri giganteschi ..
Thiomargarita (0.75mm) ed
Epulopiscium (0.6mm)

Tiomargarita vs Drosphila

A. Picture of Thiomargarita namibiensis, of about 750 micrometers. B. comparison between Epu-

lopiscium fishelsoni and E. coli. (Photos: Science Policy)



Dimensioni delle cellule batteriche : da 750 uM a 0.2um!!

Organismo Caratteristiche Morfologia Dimensioni®  Volume cellulare ~ Volumi

(m) (md) di E. coli
Thiomargarita namibiensis Chemiolitotrofo sulfureo Cocchi raggruppati 750 200000000 100000000
in catenelle
Epulopiscium fishelsoni® Chemiorganotrofo Bastoncelli con estremita 80 x 600 3000000 1500000
affusolate
Beggiatoa sp.? Chemiolitotrofo sulfureo Filamenti 50 x 160 1000000 500000
Achromatium oxaliferum Chemiolitotrofo sulfureo Cocchi 35 X 95 80000 40000
Lyngbya majuscula Cianobatterio Filamenti 8 % 80 40000 20000
Thiovolum majus Chemiolitotrofo sulfureo Cocchi 18 3000 1500
Staphylothermus marinus® Ipertermofilo Cocchi in raggruppamenti 15 1800 900
irregolari
Magnetobacterium bavaricum Batterio magnetotattico Bastoncelli 2x10 30 15
Escherichia coli Chemiorganotrofo Bastoncelli 1X2 2 1
Pelagibacter ubique? Chemiorganotrofo marino  Bastoncelli 0,2x05 0,014 0,007
Mycoplasma pneumoniae Batterio patogeno Pleomorfico? 0,2 0,005 0,0025

#Un numero singolo rappresenta il diametro di una cellula sferica. | valori si riferiscono alle dimensioni cellulari piu grandi osservate in ciascuna specie.
Per esempio, le cellule di T. namibiensis hanno mediamente un diametro di circa 200 pwm, ma occasionalmente si osservano cellule giganti di 750 um.
Analogamente, le cellule di S. marinus hanno mediamente un diametro di circa 1 pm. Non é chiaro quale sia la specie di Beggiatoa qui considerata;

E. fishelsoni e P. ubique non sono nomi formalmente riconosciuti in tassonomia.

bMycoplasma & un batterio privo di parete cellulare e pud assumere diverse forme (pleomorfico significa “molte forme”).

Fonte: Schulz, H.N. e B.B. Jorgensen. 2001. Ann. Rev. Microbiol. 55:105-137.



Vantaggi delle piccole dimensioni

Surface area (4nr?) = 12.6 um?

Relazione tra Volume (57r%) = 4.2 um3

superficie e volume:

Surface _ 3
aumentando le Volume
dimensioni
diminuisce il
rapporto

Surface area = 50.3 um?

Volume = 33.5 um?

Surface _

=1.5
Volume




Quanti geni possiede una cellula batterica ?
Escherichia coli ha un genoma di 4.600 kb(4.6 Mb )
Circa 4300 geni

Bacillus subtilis 4.214 kb
Circa 4100 geni

Vi & variabilita nelle dimensioni del genoma
15 Mb a 0.5 Mb ( mini genomi nei batteri simbionti obbligati 0.2 Mb)

Alta capacita codificante

Una cellula umana ha un contenuto
in DNA 1000 volte superiore

In numero di geni 7 volte superiore



Localizzazione delle macromolecole nella cellula

Le proteine sono presenti ovunque sia come componenti cellulari che come
enzimi

Gli acidi nucleici sono localizzati nel nucleoide, RNA nel citoplasma e nei
ribosomi

I polisaccaridi nella parete e nei granuli d'accumulo

I lipidi nella membrane citoplasmatica, nella parete e nei granuli d'accumulo

Wall
Cytoplasm

Membrane
Flagellum

Storage
granules

(d) Lipids

(b) Nucleic Acids



Ma tutti i procarioti hanno la parete cellulare ?
Le eccezioni :

Mycolasma Batteri

Clamidie Batteri

Thermoplasma Archea

Psicrophilus Archea




Quante specie di procarioti ci sono?

Per gli animali e le piante viene considerata una specie una popolazione
di individui che puo riprodursi dando origine ad individui riproducibili

I batteri sono aploidi e si riproducono asessualmente .
Come si definisce quindi una specie?

Concetto di specie nei procarioti:

* due ceppi appartengono alla stessa specie quando la percentuale di
ibridazione DNA -DNA ¢ uguale o superiore al 70%

* due ceppi appartengono alla stessa specie quando le sequenze di RNA 16S
hanno un omologia del 97% ( meno del 3% di divergenza)

Specie ---Generi---Famiglie---Ordini---Classi---Phyla---- Dominio

Batteri Archea Eucarioti



Quante specie ci sono? Qualche numero.....molto provvisorio
Bergey's, Manual 2001

Batteri Archea Totale

Dominio 1 1 2

Phyla 23 (+7)* 3 (+10) * 26 (40)
Classe 32 8 40
Ordine 77 12 89
Familia 182 21 203
Genere 871 69 941
Specie 5007 217 5224

* si sono identificati oltre 15 nuova Phyla tramite sequenziamento
batteri NON COLTIVABILI



Soltanto una piccola frazione della comunita microbica coltivabile
0.5-1%

Possono esserci
*in un campione di suolo fino a 8 x 103 specie diverse
*in un campione d'acqua fino a 8 x 102 specie diverse

Tenendo conto dei parametri di associazione tra comunita diverse
del suolo si calcola vi possano essere 10 specie di procarioti nel
suolo

La differenza nel numero di specie tra suolo ed acqua puo essere
spiegata:

-alta diversita delle risorse del suolo

-isolamento della specie che ne riduce la competizione



La gran parte del mondo microbico rimane NON COLTIVABILE

Tramite I'estrazione e l'analisi del DNA dall'ambiente ci si & resi

conto che questo mondo e molto piu ampio di quanto si potesse
pensare:

Phyla da 12 ( 1987) 4

0
S @x
J 10 presenti solo come

Identificati SSU rRNA
prevalentemente tra gli

Archea negli ambienti

estremi



LIMITTI dell'identificazione di microrganismi non COLTIVABILI

le conoscenze rimangono limitate alla sequenza ma

POSSIAMO grazie alla sequenza possiamo sapere
» quali geni siano dominanti in un certo ambiente
- quali specie siano predominanti

- progettare degli strumenti idonei allo studio dei microrganismi
non coltivabili

Ma dove vivono la gran parte dei batteri?

Quali sono gli habitat predominanti ?



I «Big Five» Habitats: per un totale di 1030 cellule procariotiche

3 habitat
marini

1. Oceani

2.Sedimenti
oceanici
superiori

3.Sottosuolo
oceahico

profondo.

Sottosuolo oceanico profondo + sottosuolo continentale profondo nel
loro insieme contengono 60% dei Batteri/Archea presenti sulla Terra

Major habitats

Upper oceanic sediment: 5 x 102

Deep oceanic subsurface: 4 x 102

Total bacterial and
archaeal cell numbers
on Earth:

~1x10%

Minor habitats

» Groundwater. 5x10%
= Phyllosphere: 2 x10%
« Cattle: 4x10*

* Termites: 6x10%

* Pigs: 7x10%

* Humans: 4x10%

* Seasurface layer 2x10%

= Atmosphere: 5x10%
* Etc.

iy

Ail- 2w 1029
Sc D%

e

Deep continental subsurface: 3 x 10%

2 habitat
terrestri

1. Suolo

2.Sottosuolo
continentale
profondo.



Pelagibacter (SAR11), Puniceispirillum, SAR86, SAR92,
Actinobacteria (OM1), Prochiorococcus, Synechococcus,
Eucarioti del picofitoplancton .z

a4
WA
R

NP 4 } Zona fotica superficiale
(la luce pud penetrare}

Om
200 m

SAR202, SAR324,

SAR408, Nitrosopumilus Zona delle acque

oceaniche a profondita
intermedia, priva di luce
(2-3 °C)

4000 m

Halomonas salaria,
Shewanella benthica,

Euryarchaeota i ¢ Zona delle acque
6000 m & oceaniche abissali
(elevata pressione)
11 000 m S50 8
/ )
Fossa oOceanica
Berg, Hager, Hassenzahl: Visualizing Environmental Science, copyright 2011, John Wiley &

S0ns, Inc. Materiale riprodotto con il permesso di John Wiley & Sons, Inc.

Le acque oceaniche possono
essere suddivise in base alla
profondita. Ogni zona e
caratterizzata da particolari
condizioni di luce pressione e
temperatura.

Dal sequenziamento del DNA
estratto da campioni di acqua &
stato possibile individuare la
distribuzione dei microrganismi
nelle diverse zone.

La maggior parte di questi batteri
nhon e coltivabile per cui la loro
fisiologia ed il loro ruolo rimane
sconosciuto
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Abbondanza relativa di Batteri e
Archea nelle acque oceaniche.

L'analisi della sequenza del DNA
ottenuta da campioni raccolti nelle
profondita oceaniche ha messo in
evidenza come |'abbondanza degli
Archea aumenti con la profondita .
Nell'insieme negli oceani gli Archea
(3.1 x10 28) potrebbero essere pil
numerosi dei Batteri (1.3 x 1028)



Soil is the major reservoir of organic carbon and an important habitat for prokaryotes. Many
studies indicate that the total number of microbes is less in forest soils than in others; curiously
the number of prokaryotes in Negev desert soil is comparable to the number in cultivated soil.

Table 2. Number of prokaryotes in soil

Area, No. of cells,” .
Ecosystem type* X 1012 m? x 1027 m? of soil, 1,3 x 106 g

Tropical rain forest 17.0 1.0
Tropical seasonal forest 7.5 0.5
Temperate evergreen forest 5.0 0.3
Temperate deciduous forest 7.0 0.4
Boreal forest 12.0 0.6
Woodland and shrubland 8.0 28.1
Savanna 15.0 52.7
Temperate grassland 9.0 31.6
Desert scrub 18.0 63.2 €=
Cultivated land 14.0 49.1
Tundra and alpine 8.0 20.8
Swamps and marsh 2.0 3

Total 123.0 255.6

*From ref. 73.

TFor forest soils, the number of prokaryotes in the top 1 m was 4x107 cells per gram of soil, and
in 1-8 m, it was 10° cells per gram of soil (16). For other soils, the number of prokaryotes in
the top 1 m was 2 x 10 cells per gram of soil, and in 1-8 m, it was 108 cells per gram of soil
(18). The boreal forest and tundra and alpine soils were only 1 m deep. A cubic meter of soil
was taken as 1.3 x 10° g.

data from Whitman et al 1998



Gli Habitat minori: piante, uomo, animali,insetti

Dental plaque

Ea Piante : 2 x 10 2¢

£ Uomo: 4x10 23
Q Bestiame : 4x10 24

Termiti: 6x10 23

-’," ) fro o #-Q& R -
| ,—_éifﬁ%‘f;mw

Fig. 4 | Biofilms in eukaryotic habitats. Plant leaves, humans, cattle and termites are colonized by microorganisms.
These host-associated communities, ranging from the phyllosphere and rhizosphere to the gut microbiota, exhibit many
of the key biofilm characteristics (BOX 2).




Gli orologi evolutivi

Alcuni geni ed alcune proteine possono servire come orologi
evolutivi ovvero come misura dei cambiamenti che sono
avvenuti nel corso dell'evoluzione

Le differenze di sequenza nucleotidica o aminoacidica di
macromolecole simili da un punto di vista funzionale
(quindi omologhe) ci possono indicare la distanza evolutiva



Criteri per la scelta di una molecola ideale come orologio evolutivo

deve essere distribuita universalmente nel gruppo in esame
- deve essere funzionalmente omologa
- deve contenere regioni di sequenza conservate

- non deve aver subito troppi cambiamenti di sequenza

I migliori candidati:

RNA ribosomiale (componenti chiave del processo di traduzione)

Le proteine con attivita ATPasi (i componenti enzimatici
che idrolizzano ATP)

RecA (la proteina chiave della ricombinazione)



Geni utilizzati per ricostruzione filogenetiche nei
microrganimsi oltre al gene per RNA ribosomiale 16S

GENE/FAMIGLIA/FUNZIONE

DNA polimerasi

Sintesi purine e pirimidine

Ciclo TCA

Fattori d'inizio & di allungamento della traduzione
RNA ribosomali

Proteine ribosomali

Aminoacil-t-RNA sintetasi

Biosintesi degli aminoacidi

Proteine heat-shock

Biosintesi di cofattori

Parete cellulare



ribosomiale

s -
G 6—C
o UAGA 0 6389, $=8€ o o o
A0S Rucubaac®AAl  Gco §78 A 1
A et 1A o *hAe uis
s A ACGAGC tcuua uccuuua YuBec casuc
U«:fchua"““?c“““e“u.NC“G e (I Tlee TII0IIL Tell T11: e
P G—C ! U-GUGCUCG AGGGGU AGGAAAC A,G caa
0 o 8TE A—u T A—Unmee 6, | ]
§=¢ 790 A=y wm U_\‘A e mso 1140
8=t . la =gy O r
La's ¥ 10%0 (1%
A oG 'y ’ 1080 —y —
U—A ue,
a=c u”% =
860—C —G c—a -
= 1020 0=0
§=2 P =g a
G—Cc— 6 UGAGAAUG
&0 A—U A ; /,
! 40, 650, G aACYULUG, A9,
A Ahc Sua A 1010
ARCCUGGC  UGCAUCUGA CUGGCA u=
o0—C (o011 ol Il [heei] o G=¢ a0
UCGGGCCC  GUGUAGACU GAUUGUUUG '/ Sula T0—C
. A i Py oY Aa—1760,46 —CCGy
UaA 800 Gg Sy, A A
] A, /Y6cA
610 ©ac,’/ fa
1AC,
50 O
70
2o/ RN 1%
U, Y c (] CGA
Ve Y b i [ G—530 o 8% MouC G
P AR S o IR \\g A
w’ Vors 0 Ac Cg -y c“‘g:@\ ol
S ] = = Y Siamo
g = S T U N
G A 490 510 ¢ —6 . —uAc, 1ga8\\N\ g M facc
%k PG N T W 0 a ”G\‘\g\c‘;" WAl g
Ganatls gy VM= A= 1564, cU®” 1200
7 Z/JCA Cgoe—g a5\ A
“«0 SN é—a CGCACAAS\ \ Uy
40 o/ Aas0R A i Ager A G—1300
N, "QreNe i c D) Y
VAN, Y, G — Cya—C
aU*Ax Yy G va-%
c80oGuU GUAC A A &
e [N A A &
uccag YAUGUG o s @ U
| YR R S0, .
GAA| 400—c*\\ 6 u 1230 AZG
2 S\ g u c 14
R A - e Nucleotidi:  16S
Agccus*usca S N6 A 1 o 1500
TIT1l 1 ACCaUAGGS | aze, (~ )
casay PITT11] < %
UGGCGUCC A
wo A g

lan
G6GAU cuacuc G

s
""_Su?c\m\?u?‘fﬁ T iall TI17S Ca—e
UCC GAGBAG C.CCLUA GAUGGC aA
AG | A Giun AyC

20 A K '
A 10

(©)
M.T. Madigan, J.M. Martinko

1520

@

Brock, Biologia dei Microrganismi

~21
proteine

Subunita 30S

~34
O proteine Subunita 50S

- Q@

Ribosoma 70S

Nucleotidi:
58 23S
(~120) (~2900)

James Lake l

(®)

Copyright © 2007 Casa Editrice Ambrosiana



RNA 16S e filogenesi

L'intuizione di Carl Woese di utilizzare il gene che codifica
per RNA16S per la costruzione degli alberi filogenetici &
ancora valida e resta un 'analisi necessaria per stabilire la
filogenesi tra grupppi tassonomici.

La struttura dellRNA ribosomiale € tale che alcune regioni
implicate nella formazione delle strutture tridimensionali
complesse sono estremamente conservate e le loro
sequenze si sono evolute lentamente differenziandosi
molto poco tra gruppi filogeneticamente distanti
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e secondaria dell’RNA 16S di Escherichia coli (Bacteria).
L’RNA 16S degli Archaea ha una struttura secondaria
(folding) simile, ma presenta numerose differenze in quella
primaria (sequenza). La molecola & composta da regioni
conservate e variabili. Le posizioni delle regioni variabili
sono evidenziate con colori diversi.
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Struttura dell'RNA 165 .

Alcune sequenze del DNA x

RNA 16S sono cosi conservate

che sono state utilizzate per
 designare primer universali

Universale

ACGGGCGRTRTGTRC 160, 1392-1406
GWATTACCACRGOKACTG 165, 622-536
CGACGTTYTAMCCCAGCTC 235, 2576-2595

le zone in grigio indicano le sequenze
variabili utilizzate per disegnare sonde
gruppo e specie specifiche.



Confronto tra RNA 16S di Batteri, Archea ed Eucarioti

a)
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Escherichia colt

Methanococeus vanielii

‘!"

%
%
.

In rosso le regioni
di maggiore
differenza tra
Batteri ed Archea)

Saccharomyces cerevisiae

Sequenze signatures utilizzate per distinguere microrganismi dei 3 Domini.

Dominio

GTGCTCCCCCGCCARTTCCT 165, 916-924
TCCGGCRGGATCAACCGGAA 165, 2-21
GCTGCCTCCCGTAGGAGT 165, 338-355
ACCGCTTGTGCGGGCCC 16§, 927-942
ACCAGACTTGCCCTCC 165, 502-516

GGGCATCACAGACCTG 165, 1195-1209

Archasa
Archasa
Baclaria
Bacteria
Eukarya
Eukarya




SEQUENZE TIPIZZANTI

L'analisi in silico ha rivelato la presenza di SIGNATURE SEQUENCES
brevi oligonucleotidi caratteristici di un determinato gruppo di organismi

Alcune signhature sequences possono definire uno specifico gruppo
al'interno di un Dominio, o un particolare genere o una specie

Sequenze tipizzanti negli rRNA 16S (o 185) nei tre Domini

Frequenza di comparsa®

Oligonucleotide tipizzante* Posizione approssimativa®
Archea Batteri Eucarioti

CACYYG 315 0 >95 0
AAACUCAAA 910 3 100 0
AAACUUAAAG 910 100 0 100
YUYAAUUG 960 100 <1 100
CAACCYYCR 1110 0 =95 0
UCCCUG 1380 =95 0 100
UACACACCG 1400 0 >99 100
CACACACCG 1400 100 0 0

Y, qualsiasi pirimidina; R, qualsiasi purina.

¥ Fare riferimento alla figura 11.11c per lo schema di numerazione dell'TRNA 16S.

La comparsa si riferisce alla percentuale di organismi esaminati in ciascun dominio contenente la sequenza.



Quali sono le principali tecniche molecolari per
l'identificazione dei microrganismi?

& Isolate DNA
‘ 16S rRNA gene |

SequeI‘IZiamenTo Heat to separate strands;
) G add specific primers
dellRNA

. . =' eS—
r'lbosoml(]le 16 Primer extension with
S (SSU RNA) DNA polymerase
e —
e ——
20 g

Repeat above steps for many
PCR cycles to yield multiple
copies of 16S ribosomal RNA gene

<

Run agarose gel and
check for correct sized PCR product

e

Purify PCR product



Costruzione di alberi filogenetici tramite
sequenziamento dellRNA ribosomiale.

Utilizzando primer oligoncleotidici specifici per le sequenze
conservate rRNA di un organismo di uno o l'altro dominio &
possibile amplificare i geni per 'IRNA ribosomiale della subunita
30S

DNA

DNA sequencing
Cells &vz Gene encoding 3
j ribosomal RNA [A G C T

R AGTCGCTAG i
QB — > & | > — = __|C=———> ATTCCGTAG 2— > 1
s Isolate 2 PCR = _ — |Sequence AGCCETTAGEI Generate
DNA S — T —| analysis phylogenetic
tree 2]
@ (b) (c) (d) G




Alberi filogenetico basato sulle distanze evolutive tra
sequenze di RNA ribosomiale SSU

Organism Sequence Analysis

A  [COUAGKGEUGHS roa—o, e

Ll L L differences occur
B CCUAGAGCUGGC out of a total of

i o ) twelve; thus 5 = 0.25
C CCAAGACGUGGC

D GCUAGAUGUGCC

(@) Sequence alignment and analysis

Evolutionary distance Corrected evolutionary distance
Ep . —— B 0.25 0.30
Ep . —— [ 0.33 0.44
Ep Al —— D 042 0.61
Eph B —— Cc 025 0.30
Eph B —— D 0383 0.44
Eph Cc —— D 0.33 0.44

(b) Calculation of evolutionary distance (c) Phylogenetic tree



Albero filogenetico definito sulla base della sequenza
dell’ RNA ribosomiale

Tre domini di organismi

Batteri ed Archea con un ‘organizzazione cellulare di tipo
procariotico ( solo microrganismi)

Eucarioti comprende microrganismi e macrorganismi

ARCHAEA

Methanogens

Extreme halophiles
BACTERIA Hyperthermophiles

Gram-positive EUKARYA

Proteobacteria bacteria

Mitochondrion

Animals
Slime molds

Fungi

Plants

Cyanobacteria

S

Flagellates

\ Giardia

Root of the tree

Chloroplast

Hyperthermophiles
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Methanococcus

L'albero della vita

Methanospirillum

Marine Gp. 1 bassa temperatura

0,1 Sostituzione per sito

Quando l'analisi filogenetica
viene effettuata sull'intero
albero della vita includendo
animali, piante e microrganismi
si vede che ¢ basato su
procarioti: la grandissima
maggioranza della diversita
genetica e microbica ed in
particolare a carico dei
microrganismi procarioti.
In tutto l'albero gli esseri
viventi MACROSCPICI
costituiscono solo una piccola
parte e la loro diversita e
molto limitata comparata a
quella dei microrganismi
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Il numero di specie batteriche ipotizzate dovrebbe essere 10!2 contro il
numero di artropodi p.e. intorno al milione (10¢)

I dati sono dedotti da calcoli basati su campioni ambientali. Fino ad oggi il
numero di specie identificate e dell'ordine delle decine di migliaia 104-10 >

Questa diversita puo essere spiegata tenendo conto che i batteri hanno:
- iniziato ad evolvere 3.5 miliardi di anni fa

- con un tasso di riproduzione estremamente veloce
- Con un tasso di estinzione molto basso.



Alcune linee evolutive si diramano molto precocemente nell'albero
dei Bacteria. Sebbene questi gruppi siano distinti sono accumunati dalla loro capacita di
crescere a femperature molto alte.

Organismi come Aquifex e Thermotoga crescono nelle sorgenti calde a temperature
vicine all'ebollizione di H,0
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E' interessante notare che gli alberi filogenetici dei Batteri ed Archea sono coerenti: le
diramazioni di gruppi ipertermofili (Aquifex, Methanopyrus, Pyrolobus ) sono molto vicine
alla radice dei rispettivi alberi filogenetici confermando l'ipotesi che sulla Terra fosse
presente un ambiente molto caldo



Alcune linee evolutive si diramano molto precocemente nell'albero
dei Bacteria. Sebbene questi gruppi siano distinti sono accumunati
dalla loro capacita di crescere a temperature molto alte.

Organismi come Aquifex e Thermotoga crescono nelle sorgenti
calde a femperature vicine all'ebollizione di H20

E' interessante notare che gli alberi filogenetici dei Batteri ed
Archea sono coerenti :le diramazioni di gruppi ipertermofili
(Aquifex, Methanopyrus, Pyrolobus ) sono molto vicine alla radice
dei rispettivi alberi filogenetici confermando l'ipotesi che sulla
Terra fosse presente un ambiente molto caldo



Albero filogenetico dei Batteri costruito tramite
sequenziamento dellRNA 16 S

Proteobatteri( suddivisi in a,3,y,0,€) sono finora il gruppo piu
rappresentato

sono batteri non coltivabili identificati solo per sequenza

Spirochetes

Green sulfur

bacteria Planctomyces
Green nonsulfur
bacteria
Cyanobacteria
Thermotoga

Gram-positive

> Env-OP2 bacteria
Aquifex
Proteobacteria <:|



The most abundant phvl

Defferibacter

Flavobacteria

Cytophaga

Spirochetes

~Green sulfur

bacteria

Green nonsulfur
bacteria

\

Chlamydia

Thermotoga

Nitrospira

Thermodesulfobacterium

& o

Aquifex Proteobacteria
ME bl

Gram positivi —raggruppati in
due grandi sotto-divisioni in base
al contenuto in G+C (basso GC,
alto GC). Molto diversi per forme
e attivita metaboliche.

Includono batteri aerobi,
anaerobi, sporigeni e non,
fermetanti, crescita miceliare.

Di interesse biotecnologico:
batteri lattici e Streptomiceti per
la produzione di antibiotici-

Proteobatteri - € il pit grande
phyla conosciuto e comprende
generi con svariata capacita
metaboliche. Possono essere
fotosintetici, chemiorganotrofo
e chemiolitotrofi, azoto
fissatori, crescere su metano,
produrre complessi corpi
fruttiferi (Myxococcus,
Stigmatella).

Suddivisiin: o, B, v, d, €
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