Unidad 2: Clasificacion de los microorganismos

Conceptos sobre clasificacion de organismos. Diferencias entre células
microbianas procariotas y eucariotas. Comparacion entre métodos
“clasicos” de clasificacion y la contribucion de los métodos moleculares
basados en la comparacion de secuencias de macromoléculas a la misma.
Concepto de crondmetros moleculares. Taxonomia, sistematica y
nomenclatura microbiana: Conceptos sobre Evolucion de los
microorganismos: El ancestro comun universal (LUCA) y los tres Dominios
de la vida: Bacterias, Arqueas y Eucariotas. Correlacion con la biologia de
estos organismos. Rol de la transferencia horizontal de genes en |la
evolucion de los mismos. La "especie" microbiana. Secuencia de genomas
microbianos completos. Conceptos de genoma “core” y “accesorio” en una
especie microbiana.




Objetivo de aprendizaje de esta clase

v Conceptos de como clasificar microbios en grupos
taxondmicos, sus dificultades y ventajas, evolucion de la
taxonomia

v Definicion de “especie” microbiana;

v Aplicaciones de las distintas metodologias utilizadas para
identificar y clasificar microbios



Algunos legados de los siglos XIX y XX

Siglo XIX
1) Los procedimientos y herramientas usados en microbiologia: técnicas asépticas,
medios selectivos, enriquecidos, diferenciales, los métodos de coloracion para
diferenciar microbios;
2) La teoria del germen de la enfermedad;
3) El rol de los microbios en las transformaciones quimicas que definen nuestra
atmadsfera (e. g., cianobacterias) y la evolucidn de organismos;
4) La Inmunologia;
5) La quimioterapia

Siglo XX
1) Los antimicrobianos y antibioticos;
2) La Biologia Molecular: métodos para la determinacién de las estructura primaria
(secuencia) de proteinas y genes, la secuenciacion de genomas completos de
diferentes células procariotas y eucariotas



Todo esto dio lugar a un crecimiento explosivo en el ritmo de
conocimiento de las diferentes formas de MO en la naturaleza

¥

Millones de formas de vida identificadas de amplia
diversidad bioldgica o biodiversidad

¥

Surge la necesidad de su clasificacion : Taxonomia

Taxonomia : Es la ciencia de la clasificacion de las formas vivas, (del griego ...
disposicion ordenada) en base a similitudes fenotipicas o genéticas.
Es una ciencia artificial que esta sometida a los avances tecnoldgicosy, por
tanto, en continuo cambio.

Flexible y cambiante como debe ser la ciencia



La taxonomia proporciona un ordenamiento, una referencia comun
para identificar organismos nuevos

-La taxonomia es una herramienta basica necesaria que
proporciona un lenguaje universal comunicacion.

-Herramienta para comprender |la evolucion bacteriana y su
relacion con los otros organismos- Biologia evolutiva.



Por que se necesita clasificar los seres vivos?

Para poder estudiar |la extraordinaria variedad de formas vivas(biodiversidad)
es necesario clasificar

Los bidlogos las han clasificado en funcion de las caracteristicas que
comparten en forma logica y consistente y que permita ademas seguir el
linaje

Esta clasificacion tiene dos requisitos fundamentales
a) que comprenda a todos los seres vivos conocidos en ese momento y

b) que ninguno se pueda ubicar en dos categorias diferentes al mismo
tiempo



La taxonomia se asienta en tres pilares:

Descripcion/identificacion — Caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas,
genéticas y evolutivas

Clasificacion —agrupacion de los organismos basados en su semejanza
(caracteristicas compartidas) de modo que reflejen las relaciones historicas
entre los linajes. En categorias o taxas para mostrar grados de similitudes
entre organismos

Nomenclatura binomial = asignar un nombre cientifico en base a ciertas
reglas ya establecidas y admitidas internacionalmente (Linnaeus siglo XVIII)

Taxon ( del griego taxis=arreglo, poner orden). Término aplicado a un grupo de organismos
emparentados, situados en una categoria de un nivel determinado en un esquema de clasificacion
taxondmica. La jerarquia de los taxones refleja la historia evolutiva de los organismos.




Clasificacion de macrobios

Carolus Linnaeus (1707-1778) y la aventura de clasificar a la
naturaleza. Consolidacion de la taxonomia. “Dios creo, Linneo
ordend”

Clasifica a los seres vivos de manera ordenada y
jerarquica
Ordend cada organismo en categorias taxondmicas
qgue van de lo general a lo particular donde todo organismo

es clasificado en diferentes rangos taxondmicos comenzando por la
Especie y luego, un poco mas inclusivo, el Género, Familia etc

Los caracteres taxondmicos son el conjunto de estructuras o
funciones que se utilizan para clasificar y relacionar a los individuos
agrupandolos en categorias o taxones (taxén es lo mismo que
categoria taxondmica
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1-Categorias o jerarquias taxonomicas
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La especie erayes la
unidad basica del sistema
de clasificacion

Los organismos que pertenecen a la
misma especie comparten las mismas
caracteristicas morfolégicas,
fisiologicas, genéticas, evolutivas y de
comportamiento

Los individuos de la misma especie
pueden cruzarse sexualmente entre siy
dan progenie fértil. La naturaleza pone

el limite

Una nueva especie surge por algun
mecanismo que determina su
aislamiento reproductivo




En Systema Naturae (1735) “inventa” la nomenclatura binomial, nombre
cientifico de los organismos

Nombre clentifico: se escribe en cursiva.
Sise escribe a mano, va subrayado

Género: empleza con epiteto especifico: se
mayuscula escribe con minuscula

1

Nomenclatura binomial

método para dar un nombre dos nombres
Nombre vulgar
Especie o wernaculo
Ej.. | Homo sapiens = Humano
Género epiteto
especifico

Todos los nombres son en latin
La primera palabra del género en

MAYUSCULA y la de la especie en
minuscula, y se escriben en italica
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Nombre unico a cada especie
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Clase ...
Orden ... Primates m
Reino, Tipo, Clase,
Familia ... Hominidos Orden, Familia,
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Historia de la taxonomia: Diferentes formas de agrupar

-Clasificacion de los organismos: Se basa en las similitudes y diferencias en estructura
y apariencia. Biologia comparada. Aristoteles (500 afios a.c.), Teofrasto (300 afios a.c.).

Esquema Teofrasto

Esquema Aristoteles

Seres vivos Movimiento autonomoy
obtencidn del alimento

=

Plantas

Anaima:
sin sangre
roja

Enaima:
con sangre
roja

Y o

Introdujo el término especie, “formas

similares de vida . :
No representan la historia evolutiva subgrupos



Invencion del microscopio
A

) . ¢ % Ernst Haeckel(1866) propone el Reino

o

E\ Protista ( todos los unicelulares)

Cuando se comenzaron a estudiar a los
organismos unicelulares, la clasificacion
como plantas o animales no ajustaba. Para
resolver este problema,

Haeckel creé un tercer reino llamado 74
Protista, donde ubicé a todos los organismos/

i Seres vivos

unicelulares (para incluir bacterias, algas y Reino

.. .. Animalia
hongos).Carente de complejidad y de tejidos. Reino
No estudio las relaciones evolutivas entre \F’lﬂn*ﬂe

ellos Las moneras eran un filo dentro de los e
protistas

—
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Robert H. Whittaker
(1969) _

] Seres vivos
Con los avances del momento Whittaker

propuso un esquema de clasificacion con
cinco reinos al considerar los siguientes
criterios: el tipo celular (procariontes y
eucariontes), el nivel de organizacion
(unicelular o pluricelular), el tipo de nutricidOpyricelulares
(autotrofa o heterdtrofa) y el tipo de Heterétrofos
reproduccion (sexual o asexual). Los

procariotas fueron colocados en el reino

Prokariotae o Monera y los eucariotas los

otros cuatro reinos.
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Animalia

Plantae
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Pluricelulares
saprofitos

Pluricelulares
autotrofos

“Eucariotas

Esquema Robert H. Whittaker
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Robert H. Whittaker
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Robert Whittaker

Tipo celular NVl de 1 ion  Reproduccion
‘ organizacion Bt
Procariota Diiizalislar Autotrofa exua
Eucariota Pluricelular Heterotrofa Asexual
' [ heterOtrofa L ;
; : cterias
Monera |procariota | unicelular : asexual Q
P y autotrofa ot
i ._ _. heterOtrofa | sexualy [algas
Protista | eucariota | unicelular )
y autotrofa asexual
i unicelular y : sexual y
Fungi eucariota . heterOtrofa a hongos
pluricelular asexual L
T , sexual y animales
Animalia |eucariota [pluricelular| heterOtrofa

asexual




Todo cambio cuando se descubrio la
estructura del DNA vy se llego a la
conclusion de que la historia evolutiva esta
registrada en la secuencia del DNA

Carl Woese , 1977

Comparo las secuencias de los genes del rRNA/DNA de
muchos organismos

1) estan distribuidos de manera universal,

2) son funcionalmente constantes,

3) estan muy conservados (es decir, cambian muy
lentamente), y

4) tienen la longitud adecuada para ofrecer una visidon
profunda de las relaciones evolutivas

Dominio “ Dominio

Bacteria ‘ % Eucarya |

Dominio
Archaeaq

Woese, en 1977 propone la division del
Reino Monera en dos grandes grupos,

que nom bl"O Bacteria y ArChaea‘ N IVE' Estos grupos presentan grandes diferencias a nivel de la

supe rior Dominio genética ribosomal,a pesar de que ambos grupos estan
compuestos por organismos con células procariotas



Caracteristicas relevantes del ARNr 16S para su
utilizacion como herramienta filogenéticay

taxonomica (rRNA de la subunidad pequefia (SSU rRNA, de small subunit
rRNA)

Ribosoma Subunidades Macromoléculas

bacteriano
34 proteinas
O ~
235
— ~ 2arn &
‘\\.\‘_‘*

—_— o 21 proteinas
70S ( )

TS ARNF ——> 165

Estructura secundaria del ARNr 16S Las hélices comunes a todos los
seres vivos, denominadas hélices universales, se numerandelalala
48, en orden de aparicion a partir del extremo 5. Las hélices especificas
de procariotas se indican con Pa-b, donde a es el nimero de la hélice
universal precedente y b el nUmero de serie. Las regiones
relativamente conservadas se presentan en gris. Las regiones variables,
en lineas finas, se designan V1-V9, teniendo en cuenta que V4 es
exclusiva de eucariotas. Las regiones que se muestran en lineas
discontinuas sdélo estan presentes en un numero limitado de
estructuras. Estas secuencias caracteristicas que se denominan
oligonucledtidos firma

"1.500 nt, codificado por el gen rrs, también

denominado ADN ribosomal 16S (ADNr 116;5)

1P

P41-2

L P41-3




Sustrato
Aislamiento/muestra clinica

l

Extraccion de ADN

Voo

Mezcla de los componentes
de la reaccion de amplificacion

i

Amplificacion del ADNr 165
(completo o parcial)

l

Secuenciacion del amplicéon

l

Analisis de la secuencia

— Correccion de errores
— Comparacion con olras secuencias
— Trazado del arbol filogenético

= b O OB

1. Se trata de una molécula muy antigua, presente en
todas las bacterias actuales. Constituye, por tanto, una
diana universal para su identificacion.

2. Su estructura y funcién han permanecido constantes
durante un tiempo muy prolongado, de modo que las
alteraciones en la secuencia reflejan probablemente cambios
aleatorios.

3. Los cambios ocurren de manera suficientemente lenta,
como para aportar informacién acerca de todos los
procariotas y, junto con las variaciones en los ARNr 18S, a
lo largo de toda la escala evolutiva. Los ARNr SSU
contienen, sin embargo, suficiente variabilidad para
diferenciar no sélo los organismos mas alejados, sino
también los mas proximos.

4. El tamano relativamente largo de los ARNr 16S

(1.500 nt) minimiza las fluctuaciones estadisticas.

5. La conservacion en estructura secundaria puede servir
de ayuda en las comparaciones, aportando una base para el
alineamiento preciso.

6. Dado que resulta relativamente facil secuenciar los
ADNr 16S existen bases de datos amplias, en continuo
crecimiento



Tres dominios de vida
celular que son

ARN ribosomal 16S/18S registro de la vida evolutiva

Dominio: BACTERIA

evolutivamente distintos

y, aun asi, comparten

ciertos rasgos
indicativos de su
origen comun a
partir de un
antepasado

celular universal
LUCA

La raiz de este arbol universal representa un punto en el tiempo en el que toda la vida existente ahora en la

Tenericutes
Fusobacteria
Gemmatimonadetes

Firmicutes
Actinobacteria

Lentisphaerqe Bacteroidetes

Acidobacteria
Verrucomicrobi Nitrospira

Gammaproteobacteria
Chlamydiae

Betaproteobacteria

Alphaproteobacteria
Planctomycetes

Mitochondria
Cyanobacteria Deltaproteobacteria

Epsilonproteobacteria
Plastids

Chlorobi

Spirochaetes

Thermodesulfobacteria
Thermotogae

Chloroflexi Aquificae

Deinococcus—
Thermus

22 phyla o Divisiones

LUCA

Origin of life

Dominio: ARCHAEA

Crenarchaeota Thaumarchaeota

Euryarchaeota

Korarchgeota

Nanoarchaeota

Plants

Cercozoans

Stramenopiles

Alveolates
Parabasalids
Diplomonads

Euglenozoa

Amoebozoa

Fungi

Animals

Tierra compartia un antepasado comun, el ultimo antepasado comun universal, LUCA

Dominio: EUKARYA



Procesos hipotéticos que precedieron al origen de la vida celular

o . Membranas semipermeables que
Caldo primitivo Moléculas que pueden engloban polimeros autorreplicativos.
moléculas autorreplicarse y que Descendientes. Paso clave
organicas generan variacion englobamiento
Evolucion de las vias metabdlicas
Quirmica Vida precelular Vida celular s DUACA s D el sHCBCI0N
preplotica primitha evoluthva
4 300-3.800 Ma 3.800-3.700 Ma
Organismos fotosintéticos anoxigénicos
U
& ¥
(R <
o T
_ ¥4 — ‘ Organismos fotosintéticos oxigénico
erle )
El.'IE-'EfEi'-:JlH horizontal
anire células
T M Alta frecuencia de OrganlsmOS eucariotas
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promiscua

La raiz de este arbol universal representa un punto en el tiempo en el que toda la vida existente ahora en la Tierra compartia
un antepasado comun, el ultimo antepasado comun universal, LUCA. Bicapa lipidica y usaba DNA RNA y proteinas.
Antes del Luca el ADN paso a ser el material genético que se transmitia a los descendientes por ser mas estable
y las membranas lipidicas le dieron individualidad, alta tasa de intercambio



La simbiosis como motor de la evolucion. Quimeras entre dos dominios
filogenéticos para formar la célula eucariota (ya se estaba acumulando 02)

Lynn Margulis: Las células

Bacteria Eukarya Archaea
endosimbiosis de células
procariotas
del cloroplasto formado A
) Los eucariotas son quimeras

Antepasado —
de la mitocondria al menos dos dominios

filogenéticos

(a) [

La linea con nucleo divergio de la linea arqueana, posteriormente adquirio
por endosimbiosis al antepasado bacteriano de la mitocondria y mas tarde
al antepasado cianobacteriano del cloroplasto, punto en el cual la linea con
nucleo divergio en los linajes que dieron lugar a las plantas y los animales.

eucariotas son el resultado de la

genéticas, contienen genes de

Genoma

//
/ Archaea

1 Cromosoma circular
o lineal

2 Cromosoma unico o
varios cromosomas

3 Los intrones son escasos

4 Intrones de tipo arqueano

5 Inteinas

& Histonas

7 DNA-girasa

8 Girasa inversa

9 Muttiples origenes
cromosomicos

10 Complejo de reconocimiento

del origen eucariético

11 12 13

| 18 |
\ 1
A
314
o127 o
| |

N

Eukarya ‘-\
15
17

4
6 910

Bacteria

4

11 Helicasa de tipo eucaridtico

12 La familia B de DNA-polimerasas
s la principal enzima
replicativa

13 Pinza deslizante de tipo
eucariotico

14 Enzimas de restriccion

15 RNAI

16 Genoma de DNA bicatenario

17 Muiltiples retroelementos en el
genoma

18 Centrémeros

19 Telémeros y telomerasa

20 Genes organizados en operones




¢Como fue este proceso evolutivo?

El proceso evolutivo se refiere a como los organismos cambian en funcion
del tiempo, la seleccion natural y otros procesos . Es un proceso continuo.

i 1- variacion
& sem-au 2-seleccién natural
3-herencia
3,500 - 3,800 Eucariotes / 4-tiempo

5-especiacion

Primeras células

Si los cambios evolutivos en una poblacion son lo
suficientemente grandes, puede haber una separacién
reproductiva y la formacidon de una nueva especie

Estos conceptos se mantienen en todos los dominios pero en los MO
tienen particularidades



Charles Darwin y el proceso evolutivo

1 La principal idea de la teoria de la evolucidn es que
todas las formas de vida descienden de un ancestro
comun y que las especies cambian y se adaptan al
entorno a través del proceso de seleccidon natural.

] La teoria de Darwin o teoria de la evolucion brinda
una explicacion sdlida para las similitudes entre
organismos y la organizacion en taxas

J La evolucidon de las taxas muestra la evolucidn o la
filogenia de un ancestro relacionado o dicho de otra
manera, las similitudes son el resultados de su
descendencia de ancestros comunes I

ction of variation within and betwee
species, On the Origin of Species.



¢Como ocurre la evolucion de las especies?

a) Todas las células contienen DNA , y el DNA pasa de padres a hijos.

b) Aparecen mutaciones y cambios por recombinacidn hereditarias que
se acumulan en las secuencias de DNA.

c) Estas mutaciones se producen de manera natural y son una causa
importante de las variaciones al azar sobre las que actua la seleccion.

d) Es un proceso continuo....

e) Es importante recordar que todas las mutaciones se producen al azar;
la naturaleza selectiva del entorno no causa mutaciones adaptativas;
simplemente selecciona para el crecimiento y la reproduccion a aquellos
organismos que han sufrido mutaciones que suponen una ventaja en
términos de aptitud.




L)

L)

L)

L)

La generacidon de nuevas especies

Variacion: Las organismos sufren cambios, los cuales son transmitidos a su progenie (hoy:
mutaciones en el ADN), las mutaciones deletéreas (nocivas) son eliminadas mediante seleccion
natural negativa. La mutacion dirige la evolucion.

Es el medio ambiente el que selecciona aquellas mutaciones fortuitas “favorables”, o sea, las que
promueven la adaptabilidad del organismo a ese medio en particular,y con el tiempo esos cambios
aumentan su frecuencia en la poblacion

La acumulacion de diferentes mutaciones entre organismos derivados de un ancestro comun al
adaptarse a nichos ambientales distintos provocara, eventualmente, la incompatibilidad de
reproduccién sexual (o de apareamiento de cromosomas homodlogos) dando origen a especies
distintas.

La diferencia en secuencias nucleotidicas entre dos organismos sera funcion del nimero de
mutaciones acumuladas desde que compartieron un antepasado comun. Por consiguiente,
las diferencias en las secuencias de DNA se pueden utilizar para inferir relaciones
evolutivas.



» Mutaciones (variacion) producidas de manera natural y
al azar , acumulacion de cambios en el ADN, trasmisibles a
lo largo del tiempo ( herencia),

> Y es la seleccion natural la que actua sobre ellas
seleccionando al mas apto para esas condiciones

» La acumulacion de mutaciones eventualmente genera
una nueva especie, actua la seleccidon natural (especiacion)

» La evidencia indica que todos
descienden de un ancestro comun.

los organismos

> Tiempo

Como dan lugar estos mecanismos sencillos al
origen y la divergencia de las especies
microbianas. Cambio de una especie en otra?

in the
envtronment
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Especiacion y Evolucion microbiana

La reproduccion sexual es un evento reciente en la
evolucién (~500 millones de afos). El concepto de

“especie” y “poblacion” es asi dificilmente aplicable

a los microbios (la mayoria de la vida sobre este
planeta) donde la reproduccion es asexual (por
division binaria).

¢Como se produce la evolucion de los genomas de MO?

La variacion genética es producida por la
acumulacion de mutaciones puntuales,
duplicacion génica, y (mayoritariamente) por
transferencia horizontal de genes (THG), el sexo

microbiano. v



Cuales son los procesos que dan lugar a la variacion genética en bacterias? Como
evolucionan los genomas bacterianos?

a) Mutacion puntual b) Mutacion puntual + THG

ADM (una cadena)

CATECATCAT

o q
Cambyg w
&M 1ina bass ! !] H

infnidiel S AT CIET CAT

I
T
< Progenie sin
M A g cambios
- Progenie sin ~~
A/ 0O A cambios
\ —~ Y < Progenie acumula
el Progenie con cambios debidos a
\ mutacion THG [>\ < mutaciones
puntual puntuales y a
THG

La mayoria de las mutaciones son neutras o deletéreas pero algunas pueden ser beneficiosas



La seleccion natural también juega un papel importante en la
evolucion del genoma microbiano

!

La evolucion del genoma microbiano es un proceso complejo y
multifacético que involucra la adquisicion de nuevos genes (THG) y
caracteristicas, deriva génica, la mutacion y la seleccion natural.
Estos procesos pueden conducir a la aparicion de nuevas especies y
a la adaptacion de los microbios a nuevos ambientes y condiciones.




Modelo para estudiar la Evolucidn en tiempo real.

La bacteria entérica
Escherichia coli:

/:: i ) \ “Nplasmids

Bacterial chromosome

Longitud: 52, ADN:~ 5x 10° de pares
de bases, completamente
secuenciado

BINARY FiSSION:
FtsZ ring
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Escherichia coli es una bacteria comun que habita en el
intestino humano y de animales. Debido a su corto tiempo de
generacion, gran tamano de poblacidn, facilidad para cultivar
en el laboratorio y disponibilidad de informacion gendmica es
un modelo de estudio importante y es segura

Partiendo de una sola célula de E. coli
puedo tener
mas de 10°de células “hijas” en 1 ml de
medio rico luego de 33 generaciones en
unas pocas horas de cultivo. Rapido
crecimiento y reproduccion asexual

En teoria todas idénticas, pero...



Factores que contribuyen a cambios en el genoma de E. coli

necesito
acumular
muchas
mutaciones para
ver el efecto
fenotipico

FIGURE 2 The spectrum of factors contributing to genomic change. The frequencies shown are
approximate and indicate a general relationship.

Hay mutaciones neutras, deletéreas o adaptativas mediadas por diferentes causas.
Ocurren en ausencia de seleccion



Mutaciones inducidas versus espontaneas

Experimento de Luria-Delbriick.

Distribucién y frecuencia de Experimento de E. y J. Lederberg

mutacion
G _ %
L IR 2 i . 5
-’.T“ 5 S G i-T-i -'-T-i -iiTi -it-i-
S T X
ey S I ae X %) (m
$3sesaés | sasasess ortarna pave [ | SRADEDETATN with PENICILLUIN | | with PENICILLIN
| = - coeee | _— _— — —
- - N . - _ La mutacion estaba antes
— — —_ L
b - 4 222 . :
focesesss | esesé2és I Conclusidn: Las mutaciones se producen en
P S P ausencia de seleccion y es el habitat que
f242 | £ 24+ seleccionaaquellas fortuitas que incrementan el
- b ==/ fitness del organismo que las posee en ese
(A) Induced (B) Spontaneous .
mutation mutation medio.... se “adapta”.




Pero, y a pesar de todo, existen poblaciones _‘
microbianas diferenciables? € g €
- . ’ . N S ey b€

Puedo diferenciar lineas evolutivas?

Pleomorfismos o lineas microbianas ?

;Existen fuerzas evolutivas que preserven la existencia de lineas

microbianas 7o la variacion resultaria en un continuo genético, o sea de organismos
multiespecie portando parte de un metagenoma (pleomorfismo).

Esto es, podemos definir taxones microbianos, y hacerlos cada vez mas
inclusivos? Y como? Como los clasificamos y para que?

Ya en su época R. Koch ya definia de alguna manera la especie don los
medios de cultivo y mostrando el monomorfismo: “Aquellos grupos de
bacterias que mantienen las caracteristicas que los diferencian de otros grupos

al ser cultivados en el mismo medio y bajo las mismas condiciones deben ser
designados como especies, variedades, formas, u otra designacion apropiada’.




Porque importa clasificar los microorganismos

 Salud, Industrial, Biotecnologia

v Identificacién de patoégenos,
v Reconocimiento de nuevos patdégenos,
v Patentamiento de nuevos microbios,
v" Definicién de cepas “tipo”,
v" Eleccién de cepas para ensayos de bioactividad,
v Formulacion de medios selectivos de aislamiento,

v Determinacion de diversidad microbiana,

v’ Validacion de procesos,
v" Control de calidad,

v' Evaluacion de riesgos,
v Regulaciéon de cuarentenas,

v’ et cetera



Evolucion de la Taxonomia Microbiana




Evolucion de la Taxonomia Microbiana

Inicialmente: Taxonomia Numeérica, basada en caracteres fenotipicos como ensayos

biogquimicos (pruebas metabdlicas), marcadores quimicos (acidos grasos de
membrana), etc. La agrupacion de los mismos en base a un coeficiente de similitud,

genera un fenograma.

A partir de 1960: Taxonomia Molecular, basada en |la secuenciacion de genes
individuales definidos como cronometros moleculares (16S rRNA). Esta informacion
permite la construccion de Cladogramas, y a su vez de Arboles Filogenéticos que
representan una historia evolutiva comun (hipotética).

La suma de lo anterior da origen a la Taxonomia Polifdsica, clasificacion mediante el
uso de datos genotipicos y fenotipicos: Composicion G+C, hibridacion ADN,
secuenciacion de 16SrRNA, marcadores quimicos, electroforesis de proteinas,
serologia, etc.



Taxonomia numeérica o fenética

Definicidon de especie bacteriana en base a caracteristicas fenotipicas en funcion de tantas
caracteristicas como fuera posible y de su utilidad para la industria y la medicina.

Ensayos metabdlicos y fenotipicos

con uso de estandares (cepas -;-: 'M"i"' . MU“" | ) |

tlpO) ~ owo aoy LocAonc i —
Estimaciones de similitud fenotipica. ::
Mas de 85% de similitud con la 0l
cepa tipo se consideraqueesla . . 1 = 2.
misma especie. Alnseusa (85 " " . it — I
% definido en forma arbitraria) = i«|-v o o= s — R
e i @ o |

@ o L se Za :I:?an y agrupan fc

Matriz de similitud fenograma

para formar grupos
(clusters)



Otros métodos para la tipificacion fenotipica

Claves para una buena identificacion:
los estandares (cepas tipo)

Identificacion de micobacterias mediante MALDI-TOF MS

Analisis de metabolitos usando

espectroscopiade masa MALDI-TOF MS:
usando estandares de cepas tipo
conocidas.

Ensayos metabdlicos para

analizar cientos de compuestos
distintos (96)



Para el reconocimiento formal de una nueva
especie procariota se debe depositar una
muestra del organismo en colecciones de cultivo

y publicar el nombre y la descripcion de la nueva Bergeyﬂs
Especie segun el sistema binomial. El Bergey’s l

Manual of Systematic ... Ias principales
recopilaciones taxondmicas de bacterias y
" Systematics of
Archaea and Bacteria

arqueas. Se utiliza para asistir a las
clasificaciones fenotipicas

Existen centros que ofrecen las cepas
certificadas o tipo




Taxonomia molecular
Hibridacion del ADN ( semejanza gendmica) y comparacion de rRNa y otras macromoleculas

Indice DDH (DDH, de la técnica de
hibridacion ADN-ADN) se usa para

\.J Rl
HIBRIDACION ADN = = medir la distancia genética entre
SR S microorganismos y clasificarlos. Se
lSeephcaca]ﬂrque | . . . s .
sl e b iy considera un criterio taxonomico
€ / £ 3 importante para definir especiesy
g S £ géneros.
K!@-— / La semejanza gendmica entre los dos organismos se calcula
== como porcentaje de sonda que se hibrida al problema respecto
mfmce,tm_‘_'-l a un control (que es la sonda de DNA hibridada al DNA del
&mﬁ%—@) mismo organismo).Un valor de hibridacion gendmica del 70 %

o menos) de dos organismos se considera una
4 prueba de que son especies distintas.




Taxonomia molecular: combina la biologia molecular con la bioinformatica

P — Definicion de especie bacteriana en base a cronémetros
moleculares

Crondmetro molecular: Macromoléculas relacionadas

(genes o proteinas) que llevan a cabo la misma funcion

en diferentes organismos (ortdlogos), y en las cuales la

mayoria de las mutaciones son selectivamente neutras.

ahora el #parecido# son macromoléculas

(1) estan distribuidos de manera universal,
(2) son funcionalmente constantes,
(3) estan muy conservados (es decir, cambian muy lentamente),

(4) tienen la longitud adecuada para ofrecer una vision profunda de las relaciones
evolutivas.




Caracteristicas de los Crondmetros o relojes El cronometro

moleculares “universal”:
» Macromoléculas relacionadas ( genes o 16STRNA
proteinas) con la misma funcion en diferentes
organismos. Ortologos. Conservadas. B,

» La longitud de la secuencia debe ser suficiente
para que las estimaciones de semejanza tengan
validez estadistica.

» No debe estar sujeto a transmision horizontal.

I i 1

» Deben poseer una constancia funcional, de modo T RPN e |
que la presidn selectiva que actue sobre la A e, SR
molécula sea minima ( acumule mutaciones ik A o T
neutras) | 7’&"*1 |

» La tasa de mutacion, debe ser lo suficientemente 9
baja como para permitir medir |la distancia La secuencia 16S del rRNA muestra
evolutiva con el ancestro comun. una velocidad evolutiva de 1% de

divergencia de secuencias por cada
50 millones de afos

» La cantidad de cambios aumenta
proporcionalmente con el tiempo



Sus secuencias deben permitir la identificacion de regiones de homologia
y heterogeneidad - Poder alinearse para determinar homologias y variaciones.

La similitud entre dos macromoléculas esta definida por:
* Laretencidn de caracteres ancestrales (util para alineamientos), zonas de homologia
* La emergencia de caracteres nuevos en distintas lineas evolutivas (util para construir

relaciones filogenéticas),zonas de heterogeneidad
Podemos ver el #parecido# evolutivo en funcion de la secuencia de nucleétidos
La tasa de cambio o numero de diferencias es lo que nos permite identificar la
distancia evolutiva. El indice de divergencia entre estas secuencias es

proporcional al tiempo de separacion de un ancestro comun

Qué crondmetros podemos utilizar para estudiar estos parentescos
evolutivos?.

El mas habitual es el gen que codifica para el 16S ARNr —

Cada vez es mas habitual que se utilicen los genes housekeeping.

Proteinas del shock térmico - ATPasa - Citocromos - recA; sodA; rpoB; cpn60



Taxonomia molecular

Técnicas: secuenciacion del ADN

Original sequence

Mutaciones en
el ADN,
transmision a la
progenie

Point mutation

Progenie bacteriana

Species1 G
Species 2
— A
— B
— C Especies que nos
interesan
/ / i
E
V4
Punto de ramificacion / /
Ramas
ACTUALES

Mas cambios mayor tiempo evolutivo



Metodologia empelada

(@) (b) (c)

16S rRNA genes
— Vv v v Vs Ve V7 ‘
—_— — (DAmplification with a gene
— — specific primer with an adapter (tag)
V1-V2 region V3-V4 region
— (@Added barcode and sequence
_l—. === With Index PCR
(3Sequencing with Miseq @ Data analysis
with dedicated analysis software
' !
El primer paso Se calcula una El &rbol se construye
para construir matriz de distancias afiadiendo nudos para
un arbol es = | 8 partir del nimero |==e | unir los linajes que
alinear las de diferencias de tienen menos
secuencias ) secuencia diferencias
12 3 4 7 1

1 ACTGAC 1| - 1 5
2 ACTCAT 2|2 - : ;
3 ACATGG 314 4 - 1

4 ACAAGA 4|4 4 2 - ——4

* Obtencion de secuencias para comparar

* experimentales
* de bases de datos

* Alineamiento para

“comparar” las secuencias

e Para esto hay muchos programas en internet
Ej. ClustalW

* Aplicacion de un modelo evolutivo para
reconstruir el pasado de estas secuencias

* Representar los resultados en forma de
arbol

El indice de divergencia entre estas secuencias es
proporcional al tiempo de separacidon de un ancestro
comun. O sea, permite estimar la distancia evolutiva
relativa entre organismos. Cuanto mayor divergencia hay
mayor distancia evolutiva



Number of taxonomic units

Filogenia®™ microbiana

* Relaciones evolutivas entre organismos basadas en un ancestro comun 2 ‘
« los arboles filogenéticos representan las relaciones evolutivas Arbolsin ai
— arbol enraizado — tiene un nodo que representa el
ancestro comun &%
T

— en el arbol sin raiz se desconoce el ancestro comun " —

10*

)

Strain ————»

1000 |-
Species

La filogenia molecular cambio el concepto de
especie

Genus
100 L

10 |

La filogenia molecular microbiana modifica
el concepto de especie y lo refiere al % de
T identidad entre secuencias de rRNA




El Arbol de la Vida

basado en la comparacion de ARN ribosomal 165/18S

Dominio: BACTERIA

Tenericutes
Fusobgcteria

Gemmatimonadytes Actinobacteria

Lentisphaer Bacteroidetes

Fibrobactere Acidobacteria

. > Nitrospira
Verrucomicrobia P

Gammaproteobacteria

Chlamydiae
4 Betaproteobacteria

Alphaproteobacteria
Planctomycetes
Mitochondria
Cyanobacteria Deltaproteobacteria

Epsilonproteobacteria
Plastids

Chlorobi

Spirochaetes

Thermodesulfobacteria
Thermotogae

Chloroflexi Aquificae

Deinococcus—
Thermus

22 phyla o Divisiones LUCA

Origin of life

Tres dominios de vida celular que son evolutivamente distintos y, aun asi, comparten ciertos rasgos

Dominio: ARCHAEA

Crenarchaeotd Thaumarchaeota

Euryarchaeota

Korarthaeota

Nanoarchaeota

Plants
Cercozoans

Stramenopiles
Alveolates
Parabasalids
Diplomonads

Euglenozoa
Amoebozoa

Fungi

Animals Dominio: EUKARYA

indicativos de su origen comun a partir de un antepasado celular universal LUCA

Domin io]

Reino ]

Filo o
Division
Clase ]
Orden ]

Familia |

Género ]

Especie]




Causas de problemas: Homoplasia, convergencias
reversiones, duplicaciones, THG/recombinacion

Sin THG
Lineas
clonales
definidas

- .
\/ \/ LWJ' \\//

)
(H2300050305¢)
'...O‘C.....0.0
IR
B RLEEE
THG )
\ / THG masiva:
sin
) estructura
Fig. 1. Arboles filogenéticos compuestos de nodos y ramas. Los nodos actuales estan en verde, y L
los ancestrales en celeste. El arbol de la izquierda representa la evolucion de un genoma en ﬁloge netica
ausencia de cambios, o sea descendencia vertical. El de la derecha incluye distintos eventos
como duplicaciones (gris), pérdidas (purpura), y THG (amarillo) de genes. c

THG entre
lineas
clonales
cercanas

, paralelismos,

Homélogos/Ortélogos/Paralogos

TR
\___/
* \_Especiacion

A 9“_"’&’.5@
del gen
» ™

\‘ P\’;'E/ /

R \.Especie 2
Duplicaciéon

S tomioges

La posibilidad de adquirir genes por THG e integrarlos por
recombinacion hace mas dificil el analisis y puede requerir considerar
el uso de mas de un cronémetro molecular u otras herramientas

para asighar especie



Taxonomia Polifasica

Definicion de especie bacteriana en base a multiples caracteristicas

Clasificacion mediante el uso de datos genotipicos y fenotipicos: Secuenciacion y
comparacion de genomas, mayor cantidad de marcadores fenotipicos y quimicos
(metabolitos, proteinas), serologia, etc. Solucién de compromiso para los MO

¢Como definimos hoy una “especie” bacteriana en base a la taxonomia
polifasica de uso actual?

Conjunto de aislamientos (cepas) derivado de un ancestro comun en el cual
la diversidad genética debida a recombinacion permite aun un grado de
hibridacion de ADN/ADN (DDH) no menor al 70% en condiciones
estandarizadas, una identidad de secuencia del 16S rRNA mayor al 98,7%, y
consistencia fenotipica.



Impacto de las Ciencias “Omicas”: Gendémica,
Transcriptdmica, Protedmica, Metaboldmica, Metagendmica,
Culturomica

Genomics

| [

Transcriptomics

[

Proteins Proteomics

| [

Metabolites Metabolomics



Genomica: Secuenciacion de genomas completos (SGC)
de bacterias aisladas y cultivadas al estado puro

i ] ]

Read mapping to a taference Epldemiclogic comparisons and
Genomic Whale genoma genome and SNP calling butbreak ihvestigation
DNA sequencing [Z
eg. lllumina MiSeq &0t reads ‘ _:E:E:E::-:E:E:E:E'_E:E:E_

< , L e e e
e gl MLST typing
Ay resistance detection

f
Local alignment
ag. Pacific Biosciences RS || -
E Long reads De novo assembly
j * — —

— ‘ Contigs
| — -

Scatfolds Contig orientation Closed annotated
— 3ap closure and finishing genome

-0 =0




Clasificacion usando “omicas”

La secuenciaciones masivas de genomas, permitio establecer en que medida la THG contribuyod
a la evolucion de diferentes grupos bacterianos dentro de la misma especie. En estos casos la
secuenciacion del ARNr 16S solamente no es suficiente.

GENOMA CORE O ESENCIAL Y PANGENOMA
Three genomes

DNA fragment

Plasmid donor

f _ | / Core
= I3 ' o A In all 3 strains
| ¥4 .‘ ; Plas — | ctraimne’
f/ /_» < ) rranSj (€ N strains)
¥ {}t ) Gene goes to j Zl
: f plasmid or to "
s i Dispensable
Resistance . f |FI 2 StrEIFIE
gene y ; = 4 . X
fa (€ [2,N-1] strains)
/3
\ /\
7 /‘* =
L .
- Unique
{ Q¢ N 1
NN In only 1 strain
PN (€ 1 strain)




Salmonella
enterica

Genomas “core”, “periférico” y “pangenoma” de S poatyf7B S Tothbor
S. agona 5 schwafengrum
taxa bacterianas s oo (OIS _ 0 4512
Salmonella - R S. saint paul
bunymf a3
El genoma “core” es el conjunto de genes 2 i A ) S roensus
compartidos por todos los miembros de la S 50 Yy S.me..-c
N o . q . 11 vi w
especie gue han sido secuenciados oo G R #m0
" o s o » [ e 5. gaflinarum 24 S, lennassee
El genoma “periférico” (“accesorio”o 3 m;L‘m:?.-s . 5
. . . F4
“flexible”) es el conjunto de genes variables sapin © G 5. kenicky
1 5. weltevreden S, newport
presentes solo en algunos subconjuntos de ~~s. parstyphi A~

aislamientos. Es producto mayormente de los
eventos de THG y permite la adaptacion a
nichos ecoldgicos distintos entre los
aislamientos. Ej. distintas enfermedades en
distintos hospedadores.

La suma de todos los periféricos mas el core es
el Pangenoma de esa especie.

Genoma pan y core en rojo y en azul se muestra como
van variando medida que mas genomas de la especie se

El core define la especie, es esencial van secuenciando



v' La SGC permitié definir un genoma “core” de genes compartidos por
todos los miembros del taxon en estudio, y un genoma “periférico”
(también llamado “accesorio”o “flexible”) de genes presentes solo en

algunos subconjuntos de aislamientos del mismo. La suma es el
pangenoma del taxén. El genoma periférico esta sujetoa THG y
permite la adaptacion a nichos ecologicos distintos.

v’ Ademas permite el calculo del ANI (Average Nucleotide Identity)
entre aislamientos. El mismo puede calcularse como el porcentaje de
identidad de genes ortologos, o fragmentando los genomas en
segmentos de 1.020 pares de bases y comparando el porcentaje de
identidad de segmentos similares entre genomas.

Similitud genomica
v' Asi, el DDH es sustituido por el ANI, donde 70% DDH es equivalente

a 94-95% ANI y permite colocar un limite a la “especie” bacteriana.
Identidad de genes core

Un ANI equivalente a 94-95% permite definir hoy la “especie”
bacteriana.



Microbiologia sin cultivos: Ensefianzas de la secuenciacion de 16S

|

Amplification of 16s

Ligation of adaptors and amplification

rRNA gene
100 S ——
[__IIIT] —
:D:I:D —

}

Creation of clone library containing eDNA

\geted sequencing l Random sequencing./cmne PP l

1 |
| |
1 |
v T ; \"4
Bioinformatic Analyses

ATCGTGTGCATTATGCTGCGAAAATTCAGCGGACTGAGTT
GATGCCCTGTAGTCCGTAGTCGTAGCATAAATGCATCGGAT

l 165 rRNA gene l Random shotgun

sequencing

Microblal composition

Functional predictions’
PICRUSE

Oz).._’. 02700 T
O%..—*‘ Ozj.._’.
O%.-_" O%.o_'.

Expression of metagenomic DNA fragments in heterologous
hosts and secretion of subsequent proteins

!

Activity-based
screening of
expression library

LLLLIErE Iy
ugncing o
arestin,

Mutagenesis studies
in clones of interest

rRNA sobre la diversidad microbiana en ecosistemas

Mientras que los métodos
basados en cultivos permitieron
el descubrimiento de unas 30
Phyla (Divisiones) bacterianas,
los métodos de busqueda de
diversidad basados en el
numero de secuencias distintas
de 16SrRNA en distintos
ecosistemas expandieron hoy
ese numero a mas de 100 (y
continua)...

ARNr 16S y METAGENOMICA — SECUENCIACION MASIVA O DE
MICROORGANISMOS AISLADOS PARA IDENTIFICARLOS

INCLUSO SIN CULTIVO



Arboles filogenéticos de Bacteria basados en 16S rRNA. Aportes de la

metagendmica indicando nuevas Phyla (Division) respecto a las originales

Bacteria

Green non-sulfur bacteria

snoonds

2
3
¢ b
Gram -positives ==
Proteobacteria

Cyanobacteria

gunng

o

Filo o
Division

Flavobacteria

Clase ]

Orden ]
Green sulfur

bacteria

Familia |

Aquiflex

......

Especie]
., e
H ace 20 anos

Mas reciente



Tedricos de estructura y funcion

Unidad 3: Estructura celular bacteriana.

Microscopia Optica y electronica. Estructura de células procariotas.
Citoplasma. Nucleoide. Membrana celular. Apéndices de superficie: pili y
flagelos. Polisacaridos de superficie. Capsula. Pared bacteriana. Estructura
del peptidoglicano o mureina. Diferencias basadas en la estructura de la
pared: bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Membrana externa de
bacterias Gram-negativas. Biosintesis de la mureina y antibidticos que la
afectan. El ciclo celular bacteriano. Division celular. Replicacion del ADN.
Consideraciones morfologicas y bioquimicas. Esporas bacterianas.
Composicion y funcion. Mecanismo de la esporulacion:

Bacillus subtilis como paradigma de diferenciacion celular. Otros ejemplos
de diferenciacion celular en bacterias: actinomicetos, rizobios y
cianobacterias.

Docente: Prof. Silvia Altabe



Elementos Flagelos (1 0 2 que permiten la

locomocién: axonema-+corspusculo

basal+codo o gancho)
estructurales
de las Mesosomas (plegamientos de la
membrana que contienen enzimas
baCtCriaS para la respiracion, division celular,
pigmentos fotos.) Capsulao
glucociliz e;.
Neumococos
patogenos
1 R e/ Membrana
Pared celular {59 N plasmatica

Citoplasma (viscoso y desprovist Nucleoide (molécula
organulos excepto ribosomas y circular de ADN)

mesosomas) b '
/ s Ribosomas

Pili (largos, huecos y rigidos, paso de

plasmidos) Fimbria (cortos, huecosy

numerosos
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