


In questa lezione

Morfologia cellulare nei procarioti
Divisione cellulare nei procarioti

| rivestimenti cellulari

* Membrana citoplasmatica
= Parete

= Capsula e S-layer
Strutture interne

= DNA: nucleoide e plasmidi
= Ribosomi

= |nclusioni cellulari

Pili e fimbrie

Flagelli e motilita




Morfologia e citologia dei

procarioti

« La morfologia (forma e dimensioni) delle
cellule batteriche, combinata ad altri test
(colorazione di Gram) e alla base della
microbiologia classica

 L'identificazione di una specie deve
basarsi su caratteristiche fisiologiche e
genetiche



COCCO

bacillo

vibrione

o
W spirillo
s aed

spirocheta

B. Biavati, C. Sorlini Microbiologia generale e agraria Copyright © 2007 Casa Editrice Ambrosiana



Coccus

i Hypha

Stalk
Budding and appendaged bacteria

Spirillum

Filamentous
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Modalita di divisione cellulare
nei procariotl

e Scissione binaria: una cellula cresce fino a
raddoppiare approssimativamente in termini di
massa e volume e si divide formando due
cellule figlie identiche

 Gemmazione: da un’estremita della cellula
madre si forma una cellula piu piccola e talvolta
di morfologia diversa; una volta separata, la
cellula figlia cresce fino ad una certa
dimensione e poi comincia a gemmare

- Frammentazione: un organismo miceliare si.
frammenta in cellule figlie ciascuna delle quali
puo formare un nuovo organismo
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Divisione per scissione binaria
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Una piccala protweranza (gemma) Quando la gemma é 3 | ceua macn produce
si viene a formare sula oellula suficientements matura, un‘atra gemma dal medesmo
madre ed aumenta con la cmma_ si separa dalla cehda maa'e Sito defla superficie, mentre

i callula figla produce
i prima gemma.

alomicrot

o »



Gemmazione nei lieviti
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Plasmide Cromosoma Inclusione Capsula (a)

Gram-positivo

Flagello

Ribosoma Membrana
citoplasmatica

Plasmide Cromosoma Inclusione Capsula

Membrana esterna

Flagello

Ribosoma Membrana Gram-negativo
citoplasmatica
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| batteri gram-positivi possiedono una parete
cellulare monostrato, di densita uniforme formata
soprattutto da peptidoglicano.

A

cellulare
Membrana
cellulare [

(B) [ I batteri gram-negativi possiedono una parete
cellulare a doppio strato formata da uno
strato molto sottile di peptidoglicano e da
una membrana esterna.

Membrana
estorna
\

Parete B
. e }Periplasma
Peptideglicano -~ [
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Superficie esterna Proteine integrali di membrana

\

» (4

:
Gruppi idrofobici / B,

:

Molecole di
Superficie interna fosfolipidi

Gruppi idrofilici

Fosfolipidi
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Le parzioni igrofile di glicercifosfato

sl protendcno verse 'ambiente
acquoso all'intarmo a all'esterro
dezla clula,
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Molecole proteiche oon struttura
globulare dotata di carica, sona
immerse nel doppio strato

fosfolpidico attraverso | oo

te
saegmenti idrofobi.

Le code idrofoba dale moecole
fosiolpidichs che formana cascun
foglesto della membrana sono rvol

allintermo cosi da formare

uno strato irafobo.
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La membrana dei procarioti

 E’ insolitamente ricca di proteine (60-80%)
rispetto a quella delle cellule eucariotiche e
arriva a contenere il 10-20% delle proteine
totali della cellula. Le proteine di membrana
sSono:
= permeasi
= enzimi biosintetici per la sintesi di membrana,

parete e membrana esterna

= enzimi responsabili del trasporto di elettroni e della
sintesi di ATP



Invaginazioni della membrana

« invaginazioni piu o meno estese che
delimitano attivita particolari 0 ne aumentano

la superficie:

* | mesosomi sono spesso collegati con la formazione del
setto trasversale durante la divisione

e invaginazioni lamellari, tubulari o veri e propri
tilacoidi: nei batteri fotosintetici € in quelli che
necessitano di un forte tasso di respirazione, come
azotofissatori o nitrificanti. In alcuni fotosintetici
le invaginazioni, che contengono 1 pigmenti
fotosintetici, diminuiscono quando il
microrganismo cresce in presenza di luce intensa.






Membrana Archea

» Legame etere (anziche estere) tra
glicerolo e acidi grassi

« Catene laterali costituite da isoprene
(anziché acidi grassi) , un idrocarburo a
catena ramificata

» Alcune specie contengono un
monostrato anziche un doppio strato



Legame etere O
|
H,C— O-E’—O‘

|
A/\*/\A/\A/C_O’?"H .
MMC_O_CHQ

(a) Catene di isoprene

L—glicerolo

i 0P PP
Q= @0 ¢ Doppio strato

u : > Monostrato
Glicolipidi § (e300
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Funzioni membrana

Barriera di permeabilita che impedisce la
dispersione all'esterno dei metaboliti
citoplasmatici

Sede dei processi di trasporto delle molecole
e di secrezione ed esporto

Coinvolta nei processi di crescita e divisione
cellulare

Sede dei processi di formazione e
mantenimento dell’'Energia (catena di
trasporto degli elettroni, fotosintesi)



Permeability Barrier — Prevents leakage and functions as a
gateway for transport of nutrients into
and out of the cell

agqio: sit

> proteine coinvolte
Protein Anchor — Site of many proteins involved in transport, \ o . >
bioenergetics, and chemotaxis , nella bi -'-"'4

smiotassi

PO b . |

X
LY | i onserva

Energy Conservation — Site of generation and use of the siti di ori
proton motive force .
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idrofobiche N,

Benzene

Piccole H,0
molecole Urea
polari Glicerolo

Grandi Glucosio

molecole  gaccar0sio
polari

H*, Na~
HCO3, K*
Ca?t, CI
Mg2+
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Carrier saturated
with substrate

N Carrier-mediated
transport

/7 Simple diffusion

External concentration of solute




Modalita di trasporto attraverso le
membrane

* Trasporto passivo: non richiede energia,
sfrutta un gradiente di concentrazione
» Diffusione semplice (gas, piccole molecole...)
= Diffusione facilitata

* Trasporto attivo: avviene contro un
gradiente di concentrazione, richiede
energia

= Sistemi primari: sfruttano la forma proton
motrice o gradienti di ioni

= Sistemi secondari: sfruttano I'energia di legami
fosfato: sistemi ABC, traslocazione di gruppo
(PEP-PTS)
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Trasporto passivo: diffusione
facilitata e cotrasporto

= Diffusione facilitata: una determinata molecola si
muove attraverso la membrana dal lato dove la
sua concentrazione e maggiore verso il lato di
concentrazione minore (secondo gradiente)

» | cotrasportatori (proteine di simporto e
antiporto) possono spostare una sostanza contro
gradiente, accoppiando il movimento alla
diffusione di un’altra sostanza che invece si
sposta secondo il suo gradiente di
concentrazione:

* le proteine di simporto facilitano il movimento delle
sostanze nella stessa direzione, le antiporto in direzioni

opposte

12-10-2018 35



Trasporto passivo

(a) Molecola trasportata
° O Canale Q Proteine
proteico di trasporto ?

Strati J
lipidici |

\ 4 \/ \
Diffusione Trasporto D
semplice mediante
canale
(b) Molecola trasportata lone co-trasportato

Strati
lipidici

SIMPORTO ANTIPORTO
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Una sostanza & maggiormente
concentrata sul lato esterno
che non su quello interno della cellula.

O Una molecola si lega alla proteina
(®) trasportatrice, la cui conformazione
subisce una modificazione.

Esterno della cellula

Proteina
trasportatrice

La sostanza pu® cosi diffondere )
attraverso la membrana.

Citoplasma

» &7 T A




Esterno della cellula

® @ ®

6 _.~r.' @ o @ @ ooelucosio

/
/

Membran’a cellulare

® @ Q Glucosio L
N Citoplasma A A
| trasportatori uniporter | (| trasportatori symporter | (| trasportatori antiporter
veicolano un solo tipo di | |veicolano due molecole veicolano due sostanze
molecola in una differenti nella stessa differenti in direzioni
direzione, per esempio direzione, come il glucosio| | opposte, per esempio H*
K" all'interno della cellula.| (e il Na* nella cellula. ) | allinterno e Na* all'esterno
della cellula.

~\




Una molecola del substrato

si attacca ad una proteina di legame,
Esterno della cellula| |5 qale rilascia la molecola

al complesso trasportatore ABC.

( La molecola del substrato si muove
Molecola attraverso il trasportatore in seguito
del substrato a modificazioni conformazionali
_della proteina trasportatrice...

~ Proteina

legante
il substrato

Proteina

trasportatore ABC trasduttrice
di energia

... la quale ricava I'energia necessaria
Citoplasma dalla idrolisi del’ATP.

- y ."'. :v"b 7




Citoplasma

fosfoenclpiruvato viene trasferito
attraverso I'enzima | ed una proteina
tefmostabile del citoplasma agli ..

ONS
P-PTS

Esterno della cellula

Membrana cellulare

Fosfoenolpiruvato : _
Enzuma | HPr- .. all'enzima llc,
una proteina
Enzima trasportatrice
lla presente nella oy
membrana CO be
citoplasmatica. ‘
Piruvato nz:mal - traS (
Enzsma Ila-

.. enzimi lla e lib, attaccati
internamente alla membrana
cellulare, e quindi...

=

Quando il fosfato viene trasferito
dall'enzima lic al glucosio contenuto
nel poro della proteina, si verifica

il trasporto di tale glucosio allinterno
della cellula.

(Glucosio-6-f
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Capsula e strato mucoso

« Strato + (capsula) o —
(strato mucoso) denso,
all’'esterno della parete

 Composto da omo o
eteropolisaccaridi o da
polimeri di aminoacidi
(acido y-poli-D-
glutammico)

* Ha funzioni protettive
(virulenza,
essiccamento, fagi...)
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| batteri gram-positivi possiedono una parete
cellulare monostrato, di densita uniforme f
soprattutto da peptidoglicano.
_—— Esterno
" della cellula
Parete
cellulare
Membrana
cellulare

| batteri gram-negativi possiedono una parete
cellulare a doppio strato formata da uno
strato molto sottile di peptidoglicano e da
una membrana esterna.

Membrana
esterna

Parete
. cellulare
3 Peptideglicanc

Membrana
cellulare

Citoplasma




Funzioni della parete

Dare forma alla cellula

Fornire resistenza meccanica (0.5-1.5
MPa nei Gram -; 1.5-2.5 MPa nei Gram +)

Fornire una barriera selettiva,
semipermeabile

Fungere da ancoraggio per strutture (pili,
flagelli) ed enzimi
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(A) Peptidoglicano dei gram-positivi

Acido
N-acetiimuramico
j (NAM)
-acetilglucosamina —
(NAG)

L-Alanina
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Struttura LPS Gram negativi

Polisaccaride O

Core polisaccaridico Lipide A

Estere amina
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Reagenti Tempo di Reazioni Aspetto
applicazione Gram-positivi Gram-negativi Gram-positivi | Gram-negativi

Il colore e assorbito Il colore e assorbito

Cristal Violetto 1 min dalle cellule in due dalle cellule in due
forme: legato e non forme: legato e non
legato legato
Lo Iodio fissa il cristal |Lo Iodio fissa il cristal

Lugol 1 min. violetto formando un |violetto formando un
complesso insolubile complesso insolubile
La miscela decolorante |La miscela decolorante

Goccia a scinde il complesso scinde il complesso

Miscela alcool-

goccia, finche
non estrae piu

solubilizzando i
componenti. Lo spesso

solubilizzando i
componenti. Il sottile

acetone colore dallo |strato di glicopeptide |strato di glicopeptide
striscio viene disidratato. Il viene disidratato. Il
colore si diffonde colore si diffonde piu
lentamente. rapidamente.
Safranina Le cellule non riescono |Le cellule assorbono il
(o altro colore 0,5-1 min ad assorbire il nuovo |nuovo colorante.

di contrasto)

colorante.




Appendici cellulari

 Pili, fimbrie, spine: appendici di natura
proteica, (1 um lunghezza, 3-5 fino a 200
nm di diametro) importanti nell'adesione,
nello scambio di materiale genetico
(coniugazione), come siti di adesione per
fagi, in particolari forme di motilita

* Flagelli: appendici proteiche, flessibili,
10-20 nm di diametro, 5-20 ym di
lunghezza, organi di movimento

+  12-10-2018 MGEMA 9 cfu L4
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Flagelli: struttura

* Filamento, parte piu esterna, ancorata alla
superficie mediante 'uncino

« uncino: unisce il flamento alla parte basale

« corpo basale: responsabile dell'ancoraggio
e del movimento del flagello; ha una
struttura ad anelli (4 nei Gram-:, M, S, P, L,
2 nei Gram+. M e S)



Filamento

Uncino

Anello L

Membrana esterna

Strato di peptidoglicano

Anello S ~._ Anello P
Anello M ™ 1~ Bastoncello

\ A A

'\ Spazio periplasmico

Membrana citoplasmatica
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Il movimento flagellare

|| movimento e lievemente diverso nei

diversi tipi di flagellazione:

« nei peritrichi, come E. coli i flagelli ruotano
normalmente in senso antiorario (guardando la cellula da
dietro, formando un unico fascio); il cambiamento del
senso di rotazione causa una dispersione del fascio e un
capitombolo; il movimento riprende quando i flagelli si
riaggregano in seguito ad un nuovo cambiamento di
rotazione;

* negli anfilofotrichi, come Spirillum, | due fasci di flagelli
ruotano nello stesso senso e l'inversione del movimento
causa un’inversione di 180" della direzione di moto.
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Movimento per scivolamento

« Accompagnato dalla produzione di
sostanza mucosa di natura
polisaccaridica, che aderendo ad una
superficie solida spinge |l
microraganismo facendolo avanzare
mentre ne continuano la secrezione



Chemiotassi

* In risposta a gradienti chimici le cellule si
muovono o si allontanano da sostanza
“attraenti” o repellenti:

= chemiotassi positiva (muovendosi da zone a

minore a zone a maggiore concentrazione
della sostanza attraente)

= chemiotassi negativa (muovendosi da zone a
maggiore a zone a minore concentrazione
della sostanza repellente)



o

£ »
-

i

1 [0 capillare vuoto viene immerso | 4 Un capillare contenente una soluzione di glucosio
in una sospensione di cellule viene immerso nella medesima sospensione
batteriche; le cellule (puntini) di cellule, cosi da creare un gradiente di nutrienti.
rimangono diffuse nell’ambiente. Le cellule vengono attratte dal glucosio per

chemiotassi positiva, come dimostrato dalla

maggiore torbidezza in prossimita dell'apertura

(_del capillare.




In una soluzione priva di un gradiente di |
nutriente, le cellule cambiano direzione piu
frequentemente con avanzamenti pit brevi.

Capovol{nento V

Punto di partenza

Avanzamento

In presenza di un gradiente di nutrienti,
le cellule mostrano una chemiotassi
positiva, per cui gli avanzamenti sono piu
lunghi e i capovolgimenti meno frequenti.




Assenza di attraenti e repellenti

Capovolgimento

= g

Capovolgimento di attraenti

Aumento della
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Movimento “a capitomboli”
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Movimento nelle spirochete
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Ribosoma Proteine

s

mRNA tRNA DNA

N\
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Nucleoide

rilasciato da una cellula dopo lisi

Duplex circolare chiuso covalentemente (superavvolto)

H\}\’l‘ Ry, NJ\/\/L’ r\f\/lﬁ,\J\’\/\/LJ\f\/\

Z’x/\r\'tb\/’\J VoI~ AR Vo g

Fig. 4.25 Perry et al. DNA
superavvolto
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DNA di £. Cok

Cellula di £. Cofr




| ribosomi sono attaccati
come poliribosomi
al'mRNA che viene

(B) Ribosoma procariotico Il ribosoma procariotico
(Escherichia coli) 708 ha una massa
di 2,52 x10° Da.
Possiede due subunita,
30S e 508.

Di fronte Di lato
La subunita 30S consiste e La subunita 50S consiste
di BNA 16S (1542 nuclectidi) di fRNA 23S (2904 nucleotidi),
e di 21 proteine; la sua massa ~ fRNA 55 (120 nucleotidi}
60,93 x 10° Da. e 31 proteine; la sua massa
Subunita 1,59 x10° Da.

La molecola del DNA ¥
& in fase di trascrizione [ & (C) Ribosoma eucariotico (ratto)

per formare I'mRNA. : 80S 808 ha una massa
» AT di 4,22 X10° Da.
40S e 60S.

Ribosoma

Il ribosoma eucariotico

La subunita 40S consiste La subunita 60S consiste

di rRNA 18S (1874 nucleotid) di FRNA 28S (4718 nuceotidi),
e di 33 proteine; la sua massa - RNA 5.8S (160 nudeotidi)
&1,4x 10° Da, e 49 proteine; la sua massa

&2,82 x 10° Da.







Altre strutture delimitate da membrane
nelle cellule procariotiche

« Sono strutture delimitate da membrane,
generalmente  proteiche, che non
costituiscono una membrana unitaria.

« Vescicole gassose e vacuoli gassosi:
presenti in molti microrganismi acquatici che
hanno la necessita di regolare la loro
posizione nella colonna di liquido: i vacuoli
gassosi sono costituiti da molte vescicole
gassose a forma di sigaro. La membrana e
costituita da proteine fortemente idrofile
all’esterno e fortemente idrofobe all'interno.












Caratteristiche:

e alta resistenza al calore

 resistente ad agenti chimici ¢ fisici:
disidratazione, radiazioni, acidi e disinfettanti
chimici

Dal punto di vista strutturale differisce da
una cellula vegetativa per gli involucri
presenti all’esterno della parete cellulare



Struttura pluristratificata

* esosporio (strato piu esterno) costituito da
proteine, polisaccaridi e lipidi.

 tunica o parcte della spora (all’interno
dell’esosporio), costituita da uno o piu strati
proteici (proteine ricche 1n cys ¢ aa.

1drofobici)
* corteccia o cortex, strato peptidoglicanico

e core, costituito da strutture convenzionali
(parete, membrana, nucleoide)
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Proprieta del core

* |l protoplasto di un'endospora matura e
diverso dalla cellula vegetativa di
origine:

= presenza di dipicolinato di calcio

= parzialmente disidratato (10-30% del
contenuto in acqua della cellula vegetativa

= pH piu basso di un’unita

» presenza di proteine core specifiche: SASP
(small acid-soluble spore proteins)



SASP (small acid-soluble spore
proteins)

prodotte durante il processo di sporulazione
legano fortemente il DNA nel core

« proteggono Il core dalle radiazioni, dall’essiccamento
e dal calore

« funzionano come fonte di C e di Energia per la
formazione della cellula vegetativa a partire dalla
spora (germinazione)



Differenze tra endospore e cellule vegetative

Caratteristica Cellula vegetativa Endospora
Struttura Gram+

Aspetto microscopico Non rifrangente rifrangente
Contenuto in calcio basso alto

Acido dipicolinico assente presente
Attivita enzimatica elevata o assente ridotta

Metabolismo elevato ridotto o assente

Sintesi di macromolecole presente assente

MRNA presente ridotto o assente
Resistenza al calore ridotta elevata

Resistenza alle radiazioni ridotta elevata

Resistenza agenti chimici e acidi ridotta elevata

Colorazione possibile solo con metodi specifici
Azione del lisozima sensibile resistente

Contenuto in acqua elevato, 80-90% ridotto, 10-25% nel core
Proteine ssp assenti presente

pH citoplasmatico

7.0

5.5-6.0 (nel core)
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Quando le condizioni

di crescita sono
favorevoli, 'endospora
germina per formare

una cellula vegetativa. )
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Endospora
matura

Cellula vegetativa
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Quando i nutrienti
sono scarsi, la cellula
vegetativa forma

_un‘endospora.
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0: Cellula I: Filamentazione Il: Divisione lll: Invaginazione
vegetativa assiale asimmetrica

VII: Lisi della VI: Maturazione V: Sintesi della IV: Sintesi della
cellula tunica corteccia
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Germinazione: riconversione di una spora in
cellula vegetativa

1. attivazione: innescata dal riscaldamento
2. germinazione: processo rapido che comporta:
= perdita di rifrangenza,
= aumento della capacita di legare coloranti
= perdita della resistenza al calore e agli agenti chimici
= perdita del complesso Calcio -acido dipicolinico
= perdita de1 componenti della corteccia

3. crescita: notevole rigonfiamento della cellula per
assunzione di acqua e sintesi di RNA, DNA e proteine:

la cellula fuoriesce dall’involucro lacerato e comincia a
dividersi.
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Sporulazione

» La capacita di produrre endospore €

legata ad alcuni gruppi microbici (Gram
+), fisiologicamente diversi tra loro

 Particolarmente studiata in alcune
specie del genere Bacillus e Clostridium

* Assente negli Archea



