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»Organismi unicellulari procarioti

»Non contengono organelli cellulari.

»Non ci sono specie flagellate.

»Solitari o riuniti in colonie di varia forma.

»Tricoma: forma coloniale filamentosa piu caratteristica

»Comprendono c. 150 generi con oltre 2000 specie, distribuite
su tutto il globo in habitats diversi:

AMBIENTI:

MARE (specie planctoniche & bentoniche)

ACQUE DOLCI (c.s.)

SUOLO (nei primi strati del terreno, sino a qualche centimetro di
profondita)

ROCCE (specie endolitiche)

SORGENTI TERMALI (le acque termali piu ricche di ciano-batteri
sono quelle alcaline, pH = 9)




~ CUSHURO

murmunta, llullucha, llayta
Nostoc sphaericum spp.
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Nostoc sp.

free living &
symbiotic

eterociste
basale

eterociste
intercalare

Eterocisti: cellula differenziata
-~ che non si divide piu, fissazione

N con nitrogenasi (N, NH,*=>

-NH, ), protoplasto incolore,



Ormogoni: segmenti di tricoma
che si separano dalla colonia
madre

Nostoc

£

eterociste

£ \ -

acineti
Acineti: cellule con parete inspessita,
resistenti, rimangono quiescenti.



Cellula eucariotica

Fase acquosa

fase mista nucleo-citoplasmatica

Plastoplasma

Schema di compartimentazione nella cellula
eucariotica secondo E. SCHNEPF con fasi acquose e tre fasi
plasmatiche: fase mista nucleo-citoplasmatica, mitopla-
sma (= «matrice» dei mitocondri) e plastoplasma (=
«stroma» dei cloroplasti).

Ch, cloroplasto; D, dittiosoma; ER, reticolo endoplasma-
tico; M, mitocondrio; N, nucleo; V, vacuolo.

Cellula procariotica

Flagello

Base del

Nucleoide flagello

Mesosoma

Membrana Plasmidio Tilacoidi

plasmatica

Parete
Matrice

gura 1.5 Schema di una cellula batterica.

ATTENZIONE! | due schemi
non sono in scala!



Il colore delle cellule dei Cianobatteri : blu-verde, rosso,
violaceo €= proporzioni dei pigmenti fotosintetici ed
pigmenti protettivi depositati a livello della guaina gelatinosa
esterna.

- ’

- carotenoidi: ; comuni come la
zeaxantina; xantofille particolari quali echinenone,
mixoxantina, caloxantina, nostocxantina, oscillaxantina;

- ficobiliproteine: C-ficocianina, allo-ficocianina, C-ficoeritrina.

Processi ossido-riduttivi a livello del plasmalemma o membrane
dei tilacoidi.

Parete cellulare: colorazione Gram+ vs. Gram- (cianobatteri)



l | 3 particolarita :
»Membrane tilacoidali in zona periferica (NON in grana!)

Cromatoplasma:

struttura lamellare di
_ tilacoidi singoli

e ouaina . :

_ . mudllaginesa concentrici e paralleli

B senza

e interconesisoni.

— Parete

O Lamellosomi o

L mesosomi:

7 Citoplasma rotrusioni dei
tilacoidi specializzate
nella funzione
respiratoria.

Nucleoide

Plasmalemma

Tilacoidi

Struttura di una cellula di cianobatterio



> Inclusioni cellulari:

Poliglucano (omopolimero di
D-glucosio)

Cianoficina, un oligopeptide
formato da 2 aa, arginina e

acido aspartico HooW oo
0 N—C—C,
[ "ooon, OF
H.N—CH—C—0H ?HZ
CH, ¢H.
| NH
=0 &
| HN' NH
OH

Volutina = polifosfati

| cianobatteri planctonici sono dotati di vacuoli

gassosi delimitati da un rivestimento proteico, Corpi poliedrici: con RUBISCO
f(x): galleggiamento, posizione ottimale per la ’
luce, schermo di elevate radiazioni UV

stessa f(x) del pirenoide



CARBOSSISOMI in cianobatteri! No
pirenoide! (bacterial microcompartment
BMC) Compartimenti fatti da proteine in

cui la CO, viene concentrata e messa a
disposizione della rubisco.
‘RuBisCO

’ Carbonic anhydrase
@) CsoS1ABC
@ Csos4AB




» Strutture di protezione esterna:
-membrana cellulare (plasmalemma)
-parete composita (sacculum di peptidoglicani + proteine
membrana esterna) " strutturali &
. . . e trasporto
-glycocalix: spessa guaina gelatinosa, visibile anche al
miCFOSCOpiO TRt s g T mr e e A e s e S S S

il enile

b e==glicocalix

———-—-4_ membrana esterna
il spazio periplasmico esterno PARETE

...... +— peptidoglucani
strato di mureina

¢+ pnlasmalemma

spazio periplasmico interno




Pared de una bacteria Gram -

Polisacaridos
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Membrana
externs

Membrana

citoplasmatica

Faorina

lipopolizacardo

Lipido A,

Faosfalipida

Mureina

/

Fosfolipido




Strato polimerico di mureina = peptidoglicano = glicopeptide:
- acido N-acetil-muramico (NAM) + N-acetil-glucosammina (NAG) + 4 aa (ac. D-

glutamico, L-alanina, D-alanina, ac. diaminopimelico, ASSENTI NELLE
PROTEINE!!!)

- costituito da una ripetizione di lamine monomolecolari composte di glican-

tetrapeptide legate insieme da legami crociati tetrapeptidici tra amminoacidi
delle unita adiacenti.

3 3
S /NAM
€ e

¢ —e_NAG

¥y q

. \

¢

eptide bridge

I)
.



Struttura del peptidoglicano / mureina, polimero formante strati
plurimi della parete cellulare degli Eubatteri:

ripetizione di lamine monomolecolari composte di glican-
tetrapeptide legate insieme da legami crociati tetrapeptidici tra
amminoacidi di unita adiacenti.

(A) Peptidoglicano dei gram-positivi (B) Peptidoglicano dei gram-negativi

Acido =
N-acetimuramico

(NAM)

(NAG)

L-Alanina A
0+ Glutammato = L-Alanina
L-Lisina _ D- ()'Utall:;::\:-l(;g
D-Alanina m i : H—J
L-diaminopimeiico

Legame crociato di pentaglicina D- ,«fm;’ / Legame crociato diretto



spazio periplasmico esterno

spazio periplasmico interno

“éltoplasma

- ¢==glicocalix

=¢— membrana esterna

+— peptidoglucani

=4 plasmalemma

PARETE




Pigmenti fotosintetici:

- clorofilla a;
- carotenoidi: b-carotene;
xantofille
(comuni=zeaxantina;
particolari = echinenone,
mixoxantina, caloxantina,
nostocxantina, oscillaxantina;
alloficocianina

- ficobiliproteine: C- ficocianina
ficocianina, allo-ficocianina,

C-ficoeritrina.

FICOBILISOMA ficoeritrina
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¢ Riduzione dell’azoto (N, — NH,)

La fissazione consiste nella riduzione dell'azoto molecolare
atmosferico N, ad NH,;* (ammonio) e quindi nella trasformazione
di questo in radicale amminico, -NH,, che viene per la maggior
parte organicato negli amminoacidi e quindi nelle proteine.

La molecola dell’N, & particolarmente
stabile, per |a presenza del triplo

legame:
N =N

La rottura avviene in condizioni di
alta energia, per es. scariche
elettriche.




'azoto assimilabile e fortemente limitante per gli ecosistemi e per
la loro produttivita primaria in particolare.

In agricoltura per incrementare la resa dei raccolti bisogna
provvedere alla concimazione, con l'apporto di sostanze azotate di
origine animale (deiezioni, letame, cascami, ecc.).




«rivoluzione»: la messa a punto di un processo artificiale,
industrializzato, per la fissazione di N, a NH; (HABER-BOSCH, 1910),
fortemente energivoro.

450 °C, 300 bar

N, +3 H, > 2 NH,

— M. H. CQ;
Metano CH, Ribollitore
Acqua HO £
CHs+HO
=
00 +3H: | Comaressane
Ana = Catalizzatore
# 450
2CH A0z i o e s o 4
200RH
2 -
(____\ M., H, mm:l:l_r_lllﬁl:
-——

T TS 550 e

1° guerra mondiale



Il processo dipende ancora
oggi dalla disponibilita di
combustibili fossili:
I"agricoltura moderna
intensiva dipende dal
petrolio....

7
A8y
- ananaa
; 38‘8--3.--n----.---...u:--aonu..

\ L& _ : @) @ sharon Loxten



Oltre a quello di origine atmosferica, gli ecosistemi naturali godono
degli input da parte di pochi gruppi di organismi, che sono capaci di
ridurre I'azoto molecolare (N,) a NH; grazie a processi enzimatici

l. Biological Nitrogen Fixation (BNF)

R.T. atm.
W2+ 8HT+ Re=—® 2 NH3 + Hz
N2ase

Questi gruppi»sono:

e Eubatteri liberi ed eterotrofi, piu frequentemente anaerobi
obbligati, o aerobi facoltativi che operano in condizioni anaerobie
0 con bassa Pio,;, 0 ancora aerobi obbligati (es. Azotobacter sp.).

e Eubatteri fotoautotrofi liberi (es.: Rhodospirillum rubrum,

anaerobo facoltativo, bacterioclorofille, fotosintesi senza produzione di 02)

e Cianobatteri



Verdi sulfurei/ Bacteroides/
’ Cytophaga Flavobacter
Spirochete Chlamydia
Planctomyces
Bacillus/ Clostridium
Attinobatteri/Firmicutes

¥

I Ty

g Deinococci, Thermus

ahil LL AR Sl

; Verdi ’ .

~ non sulfurei Cianobatteri

, Campylobacter
| N

f Thermotoga Alfa

.

: Beta

> Proteobatteri
Gamma

Delta/epsilon .

Figura 16.5 Distribuzione filogenetica di
eubatteri azotofissatori. Una tassonomia sem-
plificata di questi batteri mostra che, sebbene
molti gruppi contengano specie azotofissatrici
(evidenziate in giallo), la fissazione dell’azoto
non e condotta da tutti i rappresentanti di que-
sto gruppo.



La reazione e fortemente “energivora”:

N, + 8H* + 8e~ + 16ATP — 2NH, + H, + 16 ADP + 16P.

NITROGENASI:

e Bassa specificita di substrato: riduce non solo N,, ma anche
N,O (—N, + H,0) e acetilene (C,H,—~C,H,).

e Viene inattivata rapidamente e in modo irreversibile dall’O.,.



problema = sensibilita all’ossigeno = soluzioni evolute dai
cianobatteri:

e || fenomeno e limitato a condizioni di anossia, o perché le
cellule sono coperte dal sedimento o perché la fissazione viene
svolta al buio, durante la notte;

Heterocyst

e || fenomeno e limitato a cellule
coloniali povere di pigmenti
fotosintetici;

e E nata una super-specializzazione,
con suddivisione delle funzioni tra
cellule dello stesso filamento; per
fare cio deve esistere un continuum
dei citoplasmi («simplasto») 2
ETEROCISTI




ETEROCISTI
forma tondeggiante,

piu grandi (da 2 a 12 volte) delle normali cellule del filamento

connessione fisica tra I'eterocisti e le due cellule adiacenti, tramite una speciale
punteggiatura attraversato da microtubuli




Heterocysts:

e produce three additional cell walls, including one of glycolipid that forms a
hydrophobic barrier to oxygen

e produce nitrogenase and other proteins involved in nitrogen fixation
e lack photosystem Il, which produces oxygen

e up-regulate glycolytic enzymes

e produce proteins that scavenge any remaining oxygen

e contain polar plugs composed of cyanophycin which slows down cell-to-cell
diffusion |




Heterocyst Vegetative cells Heterocyst
172 1 45678 9|on|2|3u|?1

!\c:ll\ region

\-ﬂ'\ation (‘-ﬂu‘lion
\ ,',,'(,‘,0'

Il potere riducente (NADPH) e parte dell” ATP vengono forniti all’eterocisti
dalle cellule adiacenti, tramite un flusso attivo di zuccheri, che viene
“ripagato” con le molecole contenenti I'azoto ridotto di neo-formazione
sotto forma di aa, il tutto grazie alle connessioni citoplasmatiche.

N, + 8H" + 8e"+ 16ATP ™ 2NH,; + H, + 16 ADP + 16P,



Per alcuni ecosistemi I'approvvigionamento di azoto da parte
dei cianobatteri e fondamentale.

Si e dimostrato ad es. che il
cianobatterio planctonico

Trichodesmium marinum e
la piu importante fonte di
azoto per la zona eufotica
(=illuminata) dell’Atlantico
tropicale.

Capone D.G., Zehr J.P., Paerl H.W., Bergman B., Carpenter EJ. 1996.
Trichodesmium, a Globally Significant Marine Cyanobacterium.
Science 276:1221-1229.

Berman-Frank |, Lundgren P., Chen Y., Ku-pper H., Kolber Z,
Bergman B., Falkowski P. 2001. Segregation of Nitrogen Fixation
and Oxygenic Photosynthesis in the Marine Cyanobacterium
Trichodesmium. Science 294: 1554-155/.



Importanza evolutiva ed ecologica dei cianobatteri

»Precambriano (4,6 bya till 541 mya)

» Stromatoliti: rocce calcaree sedimentarie, stratificate, formate
da batteri e cianobatteri

» Teoria endosymbiontica [Lynn Margulis (1967) On the Origin of
Mitosing Cells - Gray (2017) Lynn Margulis and the
endosymbiont hypothesis: 50 years later.

» Cianobatteri come epibionti (sul tallo di macroalghe)

» Cianobatteri come simbionti (ectobionti) in licheni, briofite,
felci, angiosperme, diatomee, spugne, coralli, amebe

»Sintesi di micosporine (MAA, microbial sunscreens) =
assorbimento di radiazioni UV alte> schermo/protezione;
protezione da stress ossidativo e disseccamento

simbiosi extracellulari: uno dei due simbionti cioe e sempre esterno alla membrana
cellulare della cellula ospitante, quando non esterno anche alla sua parete






Collema sp.

e

v, .
B ialld |1 7
Mma-ten - vulgare: Nostic chai*



_~.,. = _! con cianobatteri (Nostoc spp.)

-




The Sphagnum
microbiome: new
insights from an

1 ancient plant lineage.
Kostka et al. (2016)
New Phytologist

Cyanobacterium




Anabaena azollae

Mucilage

Pteridofite & cianobatteri

Hair Cell

Gas Vacuole

Azolla Leaf

Felce acquatica Azolla
filiculoides con
Anabaena azollae







Gunnera spp. (Angiosperme)
& cianobatteri




Una «falsa palma» del genere Cycas: quando fiorisce si forma
una infiorescenza gigante a forma di pigna, che rivela la sua
affinita evolutiva con le conifere (che producono pigne, dette
anche «coni»).



-
- S

Encephalartos sp. with
precoralloid growth at
root/shoot junction and
contractile zone at top of
large primary root.

Coralloid (C) and Precoralloid (PC) on a Cycas
circinalis growing in the Enid Haupt Conservatory
at the New York Botanical Garden. The green
cvanobactenial zone (arrow) 1s clearly visible in a
broken root as well as the green coloration in the
precoralloid apecies.

Nelle radici coralloidi,
i cianobatteri sono in
posizione
intercellulare

e |




...altri gruppi di piante hanno
“preferito” contrarre simbiosi
- non con i C|anobatter| ma con







Le LEGUMINQOSE formano una simbiosi con batteri azoto-
fissatori a livello radicale, formando dei NODULI RADICALI




Alnus viridis (Angiosperme)
& batteri (Frankia spp.

N-fissatori pero Actinobacteria!)

diazotrofi simbionti




Messaggeri molecolari tra pianta e
batteri:

- la radice rilascia nel suolo derivati
fenolici o flavonoidi, che stimolano
nei batteri presenti nel terreno
I'espressione di un gruppo di geni
(Nod) che codificano per una serie di
enzimi i quali a loro volta portano
alla sintesi di particolari molecole.

Tali molecole, degli oligomeri della N-
acetilglucosammina, si legano ad un
recettore del pelo radicale
stimolandone la reazione.

— Peli radicali ‘l

s

Accumulo
di batteri

Tubetto di
infezione

Epidermide Corteccia Cilindro
centrale

La simbiosi si stabilisce con I’adesione dei
batteri ai peli radicali (verosimilmente mediante /ec-
tine, sostanze capaci di riconoscimento), a cui segue
la penetrazione dei batteri nei peli stessi. All'interno
dei peli i batteri vengono contornati da una struttura
mucillaginosa, il tubetto d’infezione



Tubetto di
U infezione

Membrana del
vacuolo d’infezione

Forma infettiva
del batterio

Plasmalemma

Il filamento progredisce di cellula in cellula gra-
zie a divisioni successive del batterio nello strato
corticale della radice in direzione del cilindro cen-
trale. Nell’attraversare la giovane parete cellulare
dei peli le fibrille di cellulosa vengono lacerate, le
protopectine e le emicellulose vengono digerite per
via enzimatica.



Tubercolo

Radice

Zona di formazione

Corteccia

Tessuto contenente i
batteroidi

Fascio conduttore

Cilindro centrale

Endodermide

Il filamento d’infezione, in prossi-
mita del cilindro centrale, stimola la divisione cellu-
lare dello strato corticale della radice. Si forma per-
cid un meristema che, mediante la produzione conti-
nua di cellule, da origine a un caratteristico nodulo
detto tubercolo. La porzione centrale del nodulo ¢
contornata da un anello di fasci conduttori che pren-
dono origine dal sistema conduttore della radice. Di-
versamente da quanto avviene nella radice, nel no-
dulo il legno si trova all’esterno e il libro all’interno.



sistema

conduttore ?

punto di emergenza
del nodulo \
meristema del nodulo

zona a batteroidi
in via di sviluppo

meristema del nodulo

e

primordio del nodulo
infettato differenziante

filamento d’infezione

cellule corticali interne
stimolate a dividersi

endodermide
corteccia

B

L/

[ zona di
senescenza

zona di

meristema del nodulo

s N

zona a batteroidi
in via di sviluppo

filamento d’infezione

primordio del nodulo

meristema del nodulo

zona
appena infettata

fissazione di N,

X arricciamento del pelo radicale



Rhizobium sp. OKH-03

Le cellule dei noduli vengono rapidamente colo-
nizzate dai batteri che si moltiplicano a ritmo soste-
nuto. Le forme d’infezione dei batteri penetrano
nelle cellule mediante invaginazioni membranarie
(endocitosi) La forma d’infezione con

aspetto di bastoncino, non fissatrice di N,, subisce u-
na modificazione morfologica che conduce a batte-
roidi, forme sferiche pili voluminose fissatrici di N,.
I batteroidi sono contenuti in vacuoli d’infezione,
delimitati da una membrana, e occupano una consi-
stente porzione del volume cellulare

Piu tardi le membrane dei vacuoli d’infezione ven-
gono demolite e i batteroidi digeriti dalle cellule ve-
getali.

-;’*.;;‘haw;"

Rhizobium bacteroids in bean
nodules

batteroidi



» Rhizobium e generi affini comprendono batteri gram-negativi, aerobi o
microaerobi (!!!)

» Nel nodulo radicale vengono create le condizioni ottimali perché Ia
nitrogenasi lavori in condizioni ottimali, in particolare viene regolata la
concentrazione di O, che funge da potente inibitore dell’attivita enzimatica

» -2 controllo mediato dalla formazione di leg-emoglobina, presente in
elevate concentrazioni nel citosol delle cellule infettate.

> |l gruppo eme (Fe), che lega I'O,, & prodotto dal batterioide, mentre la
globina e prodotta dalle cellule della pianta = proteina simbiontica.

» Inoltre, il tessuto periferico esercita una notevole resistenza alla
diffusione dell’O,, grazie anche all’assenza di spazi intercellulari, che sono
occlusi da una specifica glicoproteina.

» =2 concentrazione interna di ossigeno circa 100 volte inferiore di quella
esterna (0,2% invece che 20%).



Lo sviluppo dei noduli illustra che le simbiosi rap-
presentano un equilibrio nella competizione per la
vita: all’inizio 1 batteri attraversano la pianta, fatto
che conduce all’infezione. Cio provoca una reazione
di difesa da parte della pianta (cattura dei batteri in
un filamento d’infezione, formazione del nodulo,
trastormazione dei batteri in batteroidi). Nelle cel-
lule dei noduli la vitalita dei batteri e la capacita di
difesa delle piante sono mantenute in equilibrio (e-
quilibrio simbiontico). Alla fine la pianta risulta vin-
citrice poiché€ digerisce i batteri e diviene cosi paras-
sita di questi.



Nitrogen fixation is an energy expensive process that requires up to
22% of the plants net photosynthate

In nodules, the rhizobia bacteriods use carbon and energy from the
plant in the form of dicarboxylic acids.

Recent studies shown that Rhizobium can use the amino acids from
the plant to shut down their ammonium assimilation; however, the
bacteria must provide the plant with ammonium in order to obtain the
amino acids.

This alone would mean that the plant could regulate the amount of
dicarboxylate that the bacteroids use by amino acid supply and
dominate the relationship. This is not the case, however, because the
bacteroids "act like plant organelles to cycle amino acids back to the
plant for asparagine synthesis," making the plant dependent on them
(Lodwig et al. 2003).

This system creates mutualism between the bacteria and the plant.



Pauliniella chromatophora
(Euglyphide, ameba tecata) &
cyanobacteria (very primitive ones
with few DNA) =cleptoplastidi

simbiosi intracellulare: uno
dei due simbionti cioe si
trova all’interno del
citoplasma della cellula
ospitante

endosymbiont
Golgi

apparatus silicate

N scale
endoplasmic

reticulum
endosymbiont

A4~ genome

outer
/‘ membrane
/" eptidoglycan
% innerb
e mitochondrion - membrane
Heterotrophic .
Paulinella species Photosynthetic

Paulinella chromatophora



ENDOCIANOMI, organismi unicellulari (GLAUCOPHYTA) contenenti
cianobatteri endociti indicati con il termine di CIANELLE , che hanno
ancora una parete di peptidoglicano (dipendenza reciproca marcata

tra endocitobionte ed ospite).

Cianella: DNA con solo 1/10 delle infos di un cianobatterio normale, la maggior




Endocitobiosi (stabile) in cui cellule fotosintetiche variamente ridotte
nella loro complessita citologica sono partner di organismi animali uni- e
pluricellulari 2 fenomeno ecologicamente significativo.

Madrepore, amebe, diversi ciliati, alcuni funghi, i polipi d’acqua dolce
(Hydra) spesso contengono alghe che possono venire digerite, ma che
forniscono abitualmente sostanze utili.
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Priva di dittiosomi, vacuoli
contrattili, centrioli, flagelli,
mitocondri;

Possiede svariati batteri
endocitobiontici obbligati, con
f(x) analoga ai mitocondri.
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.... la primitiva ameba
gigante Pelomyxa
palustris




