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Objetivos de aprendizado

* Taxonomia de Procariotos
* Como microrganismos sao classificados?
* Quais sao os principais grupos de bacterias?
* Qual o impacto da metagenomica:
No conhecimento atual sobre diversidade dos organismos?

Na classificagao dos procariotos?



Taxonomia de microrganismos

* Taxonomia

. . ~ . / e A . o (o .
. Deflnlg_;ao: taxonomia € a ciencila que dGSCI‘GVG € clasmﬁca OS organlsmos

* Objetivo: entender as relagées de parentesco entre os diferentes grupos de
organismos

° A taxonomia permite organizar a imensa diversidade de microrganismos
em grupos relacionados

* O sistema de classificagdo taxonomica moderno foi introduzido por Carl
Linnaeus, botanico e medico sueco que formalizou o sistema de nomenclatura

binomial (Género espécie, no proximo slide)

* Relevancia: o estudo baseado nos grupos definidos pela taxonomia
permite comparar o efeito de variagoes na composi¢ao da microbiota

sobre a saide humana




Taxonomia
Dominio
Reino
Filo
Classe
Ordem
Familia
Género

Espécie

Bacteriology

SECOND EDITION

Eukarya
Fungi

Ascomycota
Hemiascomycetes
Saccharomycetales

Saccharomycetaceae
Saccharomyces
S. cerevisiae
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»
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-
Baker’s yeast

Archaea

Ndo é usado

Euryarcheota

Methanococci

Methanococcales

Methanococcaceae

Methanothermococcus

M. okinawensis

Methanococcus

Bacteria

Ndo € usado

Proteobacteria

Gammaproteobacteria

Enterobacteriales

Enterobacteriaceae

Escherichia

E. coli




Classificagdo de organismos
Métodos fenotipicos

* Meétodos classicos, precedem o desenvolvimento da genctica e genomica

microbiana

* A maioria dos metodos fenotipicos nao sao usados isoladamente, mas em

combinacao

o Exemplos:
* Analise morfol(')gica: forma celular e aparéncia das colonias

* Coloracao de Gram e outras técnicas de coloracao

* Analises bioqul'micas

Deteccao da atividade de enzimas que estao presentes somente en certo subgrupo de

organismos

Analise da composicao de lipideos na membrana citoplasmatica usando espectometria de

massa: tecnica extremamente sensivel que permite identificar diferengas de composigao

entre espécies pr(')ximas



Métodos de classificagao: perfil bioquimico

Uma colonia isolada de bactérias ¢ coletada com uma haste ¢ a
haste ¢ inserida no tubo, atravessando e contaminando os
compartimentos

Depois de algumas horas, alteragées nas cores dos
compartimentos sao lidas por um scanner ligado a um
computador e convertidas, automaticamente, em um codigo
numerico, que identifica a especie de enterobacteria
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) Atypical Test Confirmatory
ID Value Organism Results Test
32143 Enterobacter cloacae Sorbitol~ -
Enterobacter sakazakii Urea* +
32161 Enterobacter cloacae None V-P*
32162 Enterobacter cloacae Citrate™

Copyright © 2007 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Gram (bacteérias entéricas sao
Gram—negativas) ¢ de outros testes
fenotipicos que comprovem que o
organismo sob analise ¢ uma
bactéria entérica.

Em cada compartimento do tubo,
pode ocorrer uma reagao quimica
que muda a cor de um indicador
(meio diferencial)

A mudanca de cor implica a
¢ p
presenca de enzimas caracteristicas

de cada espécie




Andlise dos acidos
graxos nas
membranas

Técnica de FAME - Fatty acid
methyl ester

Amplamente usado em
laboratorio clinico

Pode identificar uma espécie
bacteriana em particular

Padronizacdo Nnos
experimentos, OIS
temperatura e outros fatores
modificam o resultado

Classes of Fatty Acids in Bacteria

Class/Example

I. Saturated:
tetradecanoic acid

Structure of example
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V. Hydroxy: o C—CH,—C—(CHy);g—CHa
3-hydroxytetradecanoic acid HO/ (I)H
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e IDENTIFY ORGANISM
! Compare pattern of peaks

Bacterial culture

Extract fatty acids

Derivatize to form
methyl esters

Gas chromatography

(b)

with patterns in database
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methyl esters —_—
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Classificagdo de organismos
Métodos genotipicos

* Esses metodos sao baseados na detecgao da presenga de

A . /
certos genes ou na sequéncia de nucleotideos desses genes

* Por avaliarem os genes diretamente, ao inves do fenotipo

determinado por esses genes, esses metodos sao mais

precisos

* Sao considerados os metodos de referéncia na area de

pesquisa ou usados na clinica quando os metodos fenotipicos

sao inconclusivos



Classificagdo de organismos
Métodos genotipicos

* Sdo muitas vezes baseados na analise de um pequeno numero de
genes, considerados bons marcadores taxonomicos, tais como:

* Genes 168 (procariotos) e 18S (eucariotos), que codificam a mesma
subunidade menor do RNA ribossomal e nao codificam proteinas.

* gyrB: DNA girase (replicagao do DNA)
* recA: recombinase A (replicagdo do DNA)

* Para ser bons marcadores taxonomicos, um gene deve
1. Estar presentes em todos os organismos que se deseja classificar

2. Conter variagao suficiente para discriminar os grupos / especies de
Organismos

* Gragas ao avango das tecnologias de sequenciamento de DNA,
classificagdes recentes comegam a usar todos os genes dos organismos
sob analise (genoma completo) para classificagao




Classificagdao de organismos
Métodos genotipicos

Gene do RNA ribossomal 16S / 18S (ssrDNA) Ribossomo

Proteina nascente Aminoacido

* Gene (DNA) que codifica a subunidade menor do
ribossomo ou ssrRNA (small subunit ribosomal RNA)

* Nome: 18§ (eucariotos) e 165 (procariotos)

Subunidade
maior do
ribossomo

tRNA

* Importancia na taxonomia moderna

* Presente em todos os organismos celulares 7
* Altamente conservado, acumula em algumas regides, a0 subunidae

menor do

longo de bilh6es de anos, um namero reduzido de ribossomo
mutacoes

* A analise das variagGes nas regides conservadas permiteu
seu uso para reconstruir as relacGes entre todas as
linhagens de organismos (tries dominios da vida).

*
* .

SssrDNA
. . B HSHEG_3761
Cromossomo de Mycobacterium smegmatis : (gene) : HSHEG__3760 MSHEG_3768
3510001 N NN T A< o e = 3840000
HSHEG_.3746 HSHEG_3756 *. [HSHEG_3757] HSHEG_3764 HSHEG._3769
HSHEG_3747 HSHEG_3751 HSHEG_3755 ~._ .- HSHEG_.3758 HSHEG_3766 HSHEG_3778

.....

HSHEG_3748 HSHEG_3752 HSHEG_3759 HSHEG_3767 HSHEG_3771
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Jennifer Ast and Paul Dunlap

Métodos genotipicos
Sequenciamento e filogenia do rRNA 165

Espécie 1

amosira

Espécie 2

Espécie 3

o |

TACGCAGCCAGATACATGCCAAGATATTCG
TTCGCAACCTGATACATCCTAAGATATTCG
TTCGCAGCCAGGTACATCCCAAGATATTCG
TTCGCAACCAGGTACATCCTAAGATATCCG

Comparagao

com sequéncias

conhecidas

\//

Identificagao do grupo ao qual
pertence a amostra

C G G

Sequenciamento

Espécie 1

amosira

Espécie 2

Espécie 3

Espécie 4

Espécie 5

Espécie é




Carl Woese e 0s trés dominios da vida

PROKARYOTES EUKARYOTES
[ 1 [ ]
Bacteria Archaea Eukarya
) Animals
Green nonsulfur Entamogbae r%lg]rées
bacteria Euryarchaeota Funai
Mitochondrion Methanosarcina g
Methano- Extreme Plants
, %e"arc""f"'a bacterium halophiles
Proteobacteria ernmoproteus Methano- Ciliates
Chloroplast Pyrodictium coccus Thermoplasma
Cyanobacteria Thermococcus -
Flavobacteria Marine agellaies
Crenarchaeota Pyrolobus _ pethanopyrus
Trichomonads
THEIM 0008 e &
N
Thermodesulfobacterium < Microsporidia
Aquifex / -7 Diplomonads
LUCA (Giardia)

* Revolugao na classificagao da vida: filogenia universal baseada no ssrDNA (acima)
* Transigao da classificagao baseada em fenotipo para uma baseada em genotipo

* Separagao entre Bacterias e Arqueas

Woese, C. R.; G. E. Fox (1977). "Phylogenetic structure of the prokaryotic domain: The primary kingdoms".
Proceedings of the National Academy of Sciences 74 (11): 5088-5090.



Conjunto de Linhagens forma uma espécie

16S rBRNA Gene Tree

— Photobacterium damselae

50 changes

‘{ Photobacterium leiognathi

Photobacterium mandapamensis

Photobacterium angustum

@

Multigene Tree

ATCC 51761

NCIMB 13476
NCIMB 13478

NCIMB 13481
ATCC 517607

Photobacterium




Dominio de Bacterias

Defferibacter
/ Quimiorganotrficos

Cytophaga

Flavobactérias

Exibem
Brotamento

Também contém
especies

termofilicas
Chlamydia
Fototroficos
Oxigénicos

notréficos

Filo mais antigo Todos Gram-negativos
 Hipertermofilo Maior e mais diverso metabolicamente

« Quimiolitrotrofico Ampla variedade de Formas

« Oxidam H, Importancia médica, agricula e industrial



A era genOmica e a metagendmica

A partir dos anos 2000: o nimero crescente de genomas completos permitiu que centenas ou
milhares de genes em multiplos genomas fossem usados para inferir filogenias e classificar
organismos

No inicio, todos as analises de genomas completos, incluindo as voltadas para taxonomia,
focaram organismos que os pesquisadores conseguiam isolar e crescer em laboratorio

A restri¢ao de cultivar o organismos significa que quase 90% dos microorganismos nao podem
ser analisados!

Desde 2010 esses estudos foram suplementados por analises de genomas incompletos,
obtidos a partir de amostras ambientais de organismos nao-cultivaveis, ou seja, sem
isolar e crescer os organismos no laboratorio (metagenomlca)

O sequenciamento de DNA extraido de amostras ambientais nao requer o isolamento de
celulas. O DNA sequenciado, portanto, ¢ de uma mistura de organismos que precisam ser
identificados no computador

Resultados da aplicagao das tecnicas de analise metagenomica, que unem o sequenciamento de
DNA ambiental em grande escala com tecnicas computacionais poderosas , incluem:

* Novas linhagens de microrganismos foram descobertas

* Uma nova visao da arvore da vida, onde os Eucariotos aparecem como descendentes da arqueias




Arvore da vida

Publicada em 2018

baseada em genomas completos € em
DNA extraido de amostras ambientais

Terenicutes
\

Firmicutes

Synergistetes

Caldiserica \
Dictyoglomi W
Thermotogae \
ictena  Deinococcus
N\, Aquificae

\ A\N
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Melainabacteria
Saganbacteria
Margulisbacteria

*.  Riflebacteria

P R Peregrinibacteria
Ascor
Sacchal
E

Novos tipos de bactérias!

Todas as linhagens nos grupos
CPR e DPANN nao podem
ser cultivadas em laboratorio

e eram desconhecidas antes da

metagenomica!

Microgenomates 2 P

Katanobactera

Candidate Phyla Radiation (CPR) Pty

Eucariofos |

Navegue os links acima para conhecer a

classificagao e diversidade dos organismos

g
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* Hadesa
« Thaumarchaeota , |, : oba .
* Aigarchaeota Theinoart 4
*Crenarchaeota o Thalassoarcth

* Korarchaeota Methanomassiliic

Tree scale * Bathyarchasota
2.1 * Verstraetearchaeota
* Geoarchaeota

Chloroflexi

Bactérias

Actinobacteria

idobacteria Dadabacteria
. Deltaproteobacteria

Elusimicrobia

PVC superphylum

Gemmatimonadetes
Zixibacteria

_ Marinimibacteria
~_—~"Ignavibacteria

e Coran) Life. Cell, 172(6), 1181-1197.

Arqueas

Bacteroide

tes

TME (Dependentiae)

Castelle, C. J., & Banfield, J.
F. (2018). Major New
Microbial Groups Expand
Diversity and Alter our
Understanding of the Tree of
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Filogenia das s <
Bacterias

A direita: drvore de .
maxima verissimilhan¢a >
construida a partir do
alinhamento
concatenado de 31
proteinas codificadas
por genes housekeeping

i *eo E Oy
A o 2 &
O, 4 . rF) g . .
;:S‘?&v- 4 o0\
00’53\“ .
:@%\)\'\b
b ‘4%;3\ OO
[ Kk qoos"b N
‘&&f {gs &",;\:\ q?::ojg
S ST
@5%45§\0'3§& P2 S
“\*\\\\6@\\ c:" S if’\"‘ Q’ QQV;’Q:’ i
B T 2S5 4")\ %
Gammaproteobacteria Acidobacteria B Cyanobacteria B Deinococcus/Thermus
Betaproteobacteria Bacteroidetes/Chlorobi Chloroflexi
B Alphaproteobacteria B Spirochaetes B Actinobacteria
Epsilonproteobacteria B Chlamydiae/Planctomycetes B Aquificae
M Deltaproteobacteria ® Firmicutes Thermotogae

Wu,M. and Eisen,J.A. (2008) A simple, fast, and accurate method of phylogenomic inference. Genome Biol., 9, R151.



Grupos Importantes de Bactérias

Classificacao baseada na sequéncia do ssrDNA
A lista abaixo, assim como os proximos slides, mencionam apenas alguns dos

grupos mais importantes de bactérias e estao longe de ser exaustivos

Proteobactérias

Cianobactérias

Espiroquetas

Firmicutes

Bacteroidetes

Actinobactérias



Proteobactérias

* Inclui a maioria das bactérias Gram-negativas

« Maior grupo em termos de diversidade de espécies e fendtipos

« Mitocondrias de eucariotos derivadas de proteobactérias por endossimbiose

Flagella

Capsule

‘ "Fimb’riée’ N ‘

Domini Bacteria Dominio Bacteria Domini Bacteria

© Filo Proteobacteria ©

Filo Proteobacteria . Filo Proteobacteria
Classe Gammaproteobacteria

Classe Betaproteobacteria Ordem Enterobacterialles Classe Epsilonproteobacteria

Ordem  Neisseriales - . Ordem  Campylobacterales
Familia Enterobacteriaceae

Familia Neisseriaceae . . Familia Helicobacteraceae
Género Escherichia

Género Neisseria Género Helicobacter

Espécie E. coli
Espécie N. gonorrhea Espécie  H. pylori



Cianobacteérias
Grande importancia ., |
ecologica: ciclos de
carbono, oxigénio e
nitrogénio

Thylakoid
Phycocyanin s

granules

Modo de vida livre ou
comensal (plantas)

Células isoladas ou ; | i
colonias Cloroplasto

Utilizam clorofila-A para
fotossintese e liberam
gas oxigénio

Deram origem aos

cloroplastos por
endossimbiose

Possuem sistema de P AR W ,
membrana interna " ‘i
(tilacoides) semelhante .

Espécie fixadora de nitrogénio Espécie de ambientes
ao dos CIoropIastos marinhos e aguas termais




Espiroquetas

Morfologia e modos de locomogao unicos
Possuem forma de um longo cilindro em espiral, parecidas com saca-rolhas
Possuem um filamento axial e endoflagelo no espago periplasmico

Muitas sao parasitas de seres humanos. Outros vivem em lamas ou agua

Endoflagelo Borrelia burgdorferi Treponema pa/[i_d_um
corte transversal causador da doencga de Lyme causador da sifilis



Firmicutes

« Grupo diverso de bactérias Gram-positivas

-  Também conhecidas como bactérias Gram™ de baixo G+C%, em virtude
da frequéncia das bases guanina (G) e citosina (C) no seu DNA ser,
média, menor que 50%

* Inclui varias espécies patdgenicas de grande importancia médica, como
os membros dos géneros Staphylococcus, Clostridium e Streptococcus

« Muitas espécies importantes vivem no solo (Bacillus) e podem
representar risco a saude (Bacillus anthracis)

« Outras géneros, como Lactobacillus, inclue espécies importantes na
microbiota e que contribuem para a saude humana

p—————  —r

S~

- o

Endospore

Streptococcus Bacillus subtilis



Bacteroidetes e grupos relacionados

Juntas com Fusobacterium e Cytophaga, formam o grupo CFB

Bacilos Gram-negativos de ambientes anaerobicos (trato
gastrointestinal, incluindo a boca (Fusobacterium)

Sao fermentadores capazes de processar celulose (no estbmago de
ruminantes) ou de contribuir para a digestao de alimentos de origem
vegetal (em humanos)

Algumas poucas especies de
Bacteroidetes podem ser patdogenos
oportunista e provocar disbioses, como
Bacteroides melaninogenicus, que pode
infectar feridas em pacientes com
imunidade comprometida

Espécies do género Bacteoides formam
cerca de 30% da microbiota normal em
humanos




Actinobacteria

« Bactérias Gram-positivas com alto conteudo de G+C% (> 50%)

* Incluem muitas espécies patogénicas importantes, como os géneros Mycobacterium
(tuberculose e hanseniase), Nocardia e outros

» Actinobactérias da familias Streptomycetaceae (Streptomyces, Kitasatospora)
podem crescer na forma de micélios macroscépicos com multiplos nucleos e sao a
principal fonte de antibi6ticos para a industria farmacéutica

« Membros do género Propionibacterium vivem nos poros da pele e podem contribuir
para a formacio da acne

» Espécies do género Bifidobacterium vivem no intestino e contribuem positivamente
na sua regulacao e homeostase

Mycobacterium tuberculosis Actinomyces Streptomyces



Principais Grupos Bacteérias

Exercicio

Os slides anteriores mencionaram algumas caracteristicas de seis grupos importantes de bactérias.

Muitos outros grupos nao foram abordados.

Navegando nos sites abaixo, familliarize-se com os nomes de outros grupos de procariotos tais como

b

por exemplo, Chlamydia e Arquaea.

https:/ /eol.org

http:/ /www.bacterio.net/ —Classifphyla.html
http:/ / tolweb.org/ tree/
https:/ / Www.itis.gov

Quando tiver escolhido trés grupos faga buscas, na Web e nos livros texto da disciplina, pelas
seguintes caracteristicas dos grupos escolhidos:

* Coloragao de Gram mais comum no grupo (e excegdes, se houver)

* Forma das células

* Detalhes do metabolismo (aer6bica ou anaerobica, se € fermentadora)

*  VariagGes na composigao da parede celular


https://eol.org/
http://www.bacterio.net/-classifphyla.html
http://tolweb.org/tree/
https://www.itis.gov/

Referéncias

Diversidade

 Introducdo a Microbiologia (Tortora, 11¢edicdo)
Capitulo 10: Classificacdo de microorganismos
Capitulo 11: Os procariotos

* Microbiologia de Brock (13¢ edicdo)
Unidade 6: Evolucdo e diversidade de microorganismaos
« Capitulo 16 — Evolucdo microbiana e sistemdtica
- Capitulo 17 — Bactérias: as proteobactérias
- Capitulo 18 — Outras bactérias



