| Protisti, Eucarioti unicellulari
(con qualche eccezione: alcune specie sono coloniali)

A few well-known Protozoa
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2 Entamoeba histolytica
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Google-Doodle dedicato ad Antoni Van
Leeuwenhoek (1632-1723), costruttore di
microscopi e scopritore dei Protisti




| tre tipi fondamentali di ciclo biologico negli Eucarioti
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(b) Molti funghi e alcune aighe

Negli Eucarioti la divisione cellulare avviene
per mitosi: da una cellula diploide (2n) si
formano altre due cellule diploidi (2n)

La riproduzione sessuata avviene invece
tramite meiosi, che forma gameti aploidi (n),
destinati ad unirsi per formare una nuova
cellula diploide (2n) , d=zgbtééad 06 O

Aploide
Diplcids

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



| Protista, primi eucarioti ed unicellulari di fondamentale importanza evolutiva, hanno
avuto origine da complesse interazioni tra batteri, archaea e cellule eucariotiche primitive
dopo | a glaciazione gl obale del Criogeni ar

Fung/ N\'\malia
Eukaryota ¢ < ol <™

Fossile di un 6dacrita -
undal ga) appartenente h,
(formazione Doushantuo, 600 milioni di anni fa) b

Skiagia e Globosphaeridium, protisti o
primitivi (6dbébacrita. .... __, o _. R ——

(550 milioni di anni fa) Fonte:
http://www.fossilmuseum.net/Fossil_Sites/doushantuo.htm



| Protisti sono un Regno
eterogeneo, di classificazione
molto difficile e tuttora discussa

Suddi vi si one
dei Protisti

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019

Protist Kingdom  «ingdom protista

Phylum Some characteristics Examples
Euglena e 4
Euglenophyta one-celled — £
(euglenoids) make or take in food s e ok
most have one flagellum Phacus ¥y o
___/_\, e
— ——
Chrysophyta most are one-celled - . . Synedra
(golden algae) make own food - =

yellow-brown color

Diatoma

Pyrrophyta
(dinoflagellates)

one-celled
take in food
have two flagella

oplonyaulax <.

Sarcodina
(sarcodines)

one-celled
take in food
have pseudopods

| * —*.

Amoeba /v,."’ﬂ\’*
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Ciliophora one-celled " %\ P Nal N T \ _
" T < " { ‘ - A \
(ciliates) take in food ‘\ - \ce 3 5 \)
have cilia %\\)\w J 2 )
Paramecium ~ " Didinium
) ~—A "o ',_,“1‘ - TJrichomonas
Mastigophora one-celled <\/ — 2 A ‘
(flagellates) take in food e W (( R 4
have two or more e \\\_\ S ::g::‘““f
flagella Trypanosoma *@ '\M
Sporozoa one-celled R RANE \) @
(sporozoans) take in food — N, ~eud \
no means of movement \:3 = Gregarina
¥ Plasmodium
Myxomycetes many- or one-celled
(slime molds) absorb food

change form during
life cycle
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Protista:
classificazione attuale (in continuo adattamento)

Excavata (Mastigophora, Euglenophyta)

Rizaria (Foraminifera, Radiolaria)

Stramenopila (Diatomee)

Alveolata (Dinoflagellates, Apicomplexa, Ciliata)
Amebozoa (Lobosa, Thecata, Myxomycetes)

Opistokonta (Choanoflagellates)

Fonti: Schlegel e Hulsmann, Org. Div. Evol. 7: 166-172, 2007
https://en.wikipedia.org/wiki/Protist




Phylum Excavata (Mastigophora)

Flagelli

Chlamydomonas reinhardtii
(Chlorophyceae, Volvocales)

Parete cellulare

Nucleo
Cloroplasto

Granulo di amido

organismo modello per i Protisti fotosintetici

FIGURA 24-1 I Chlamydomonas, un protista unicellulare.

Chlamydomonas & un organismo mobile dotato di due flagelli ed un
unico cloroplasto a forma di calice.
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Fonte: https://microbewiki.kenyon.edu



Chlamydomonas reinhardtii

Chi amata confidenzial ment
organismo modello per lo studio della motilita
flagellare, fotosintesi, fototassi e proteoma flagellare

Genoma a 17 cromosomi, completato nel 2007
(Merchant et al., Science 318, 245-251)

flagella

stigma -
- K

papilla
N
/)

@ @— pyrenoid
[}

Banche dati dedicate a C. reinhardtii CHLAMYDOMONAS

Chlamy Connection
http://www.chlamy.org/

Phytozome
http://www.phytozome.net/chlamy

y
e US Public Health Publ. #657. 1959.



Ciclo biologico e rigenerazione flagellare
in C. reinhardtii

ASESSUATA
(per mitosi)

C. reinhardtii ha un tipico
ciclo biologico da aplonte,
con meiosi zigotica

¥ \ Produzione
~© f\ dei gameti

| @');'a@’ (per mitosi)

RIPRODUZIONE
SESSUATA

GENERAZIONE
APLOIDE (n)

,'/ X

Lo +
i\ dauntipo

differente

GENERAZIONE
DIPLOIDE (2n)

FIGURA 24-19 | Il ciclo vitale di
Chlamydomonas sp.

Chlamydomonas, un'alga verde aploide con
due tipi di coniuganti, (+) e (-), & un esempio di
riproduzione sessuata isogama. @ Durante la
riproduzione sessuata, un gamete (+) si fonde
con un gamete (=), formando uno zigote di-
ploide. é) Quando avviene la meiosi, é si for-
mano quattro cellule aploidi, due (+) e due (-).
@ Entrambi i tipi si riproducono asessualmente
per mitosi; nel disegno & mostrato solo il tipo (-).

Zigote
(2n)

Se C. reinhardtii perde uno dei due flagelli, la capacita di movimento € compromessa:
la cellulaallorar i as s or be |edifalidrescere éntramnbi & Imbdo sincrono

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2014



AMol ecul ar biopharmingo (produzione
in C. reinhardtii

- Un gruppo di ricerca italiano ha proposto di usare C.
renhardtii come sistema economico di espressione per
I |  gene cancbprdteina E&/ el wruslda
papilloma umano, HPV (Demurtas et al., PLoS 2013)

- I gene e inserito nel cloroplasto e la proteina €
prodotta in forma solubile

- L @ncoproteina E7 € un antigene fondamentale per lo
sviluppo di un vaccino antitumorale contro HPV

HPV - human papilloma virus
HPVY has a circular, double stranded DMA, 4 ‘ .
protected by capsid proteins. i ji

Maore than 100 HPV-types are known.

HPV16 and 18 cause 70% of all cervix 1 2 3 4 Probe for
Cancers. C R Eal = HP DRA
~4 = e,
i A - - - “3- Patient DNA
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capsd g

Harald zur Hausen found
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g E& within two years inbo bumour cell DNA
Viral 0.8% develg
é replication Y , L. CARCar el
Infection by HPY : L =
HPY infects Eﬁlthﬁllﬂl Waaks AL 10-20 ?ﬂar’i-
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& The Nobel Committes for Physiology or Medicine 2008 llfustration: Annika Rahl

OPEN G ACCESS Freely available online @PLOS | ONE

A Chlamydomonas-Derived Human Papillomavirus 16 E7
Vaccine Induces Specific Tumor Protection

Olivia C. Demurtas’?, Silvia Massa', Paocla Ferrante', Aldo Venuti®, Rosella Franconi'*,
Giovanni Giuliano™

TENEA, allan National Agency for New Technologles, Enengy and Sustainable Economic Development, Casaccla Research Center, fome, taly, 2 Ylchron Srl, ENEA
Casaccia Research Center, Rome, Raly, 3 Laboratory of Virclogy, Reging Hena National Cancer Institute, Rome, Haly

Abstract

Background: The E7 protein of the Human Papillomavirus (HPV) type 16, being involved in malignant cellular
transformation, represents a key antigen for developing therapeutic vaccines against HPV-related lesions and cancers.
Recombinant production of this vaccine antigen in an active form and in compliance with good manufacturing practices
(GMP) plays a crucial role for developing effective vaccines. E7-based therapeutic vaccines produced in plants have been
shown to be active in tumor regression and protection in pre-clinical models. However, some drawbacks of in whole-plant
vaccine production encouraged us to explore the production of the E7-based therapeutic vaccine in Chiamydomonas
reinhardti, an organism easy to grow and transform and fully amenable to GMP guidelines,

Methodology/Principal Findings: An expression cassette encoding E7GGG, a mutated, attenuated form of the E7
oncoprotein, alone or as a fusion with affinity tags (Hisé or FLAG), under the control of the C. reinhardtii chloroplast psbD 5°
UTR and the psbA 3 UTR, was introduced into the C reinhardtii chloroplast genome by homologous recombination. The
pratein was mostly soluble and reached 0.12% of total soluble proteins. Affinity purification was optimized and performed
for both tagged forms. Induction of specific anti-E7 19Gs and E7-spedific Tcell proliferation were detected in C57BL/6 mice
vaccinated with total Chlamydomonas extract and with affinity-purified protein. High levels of tumor pratection were
achieved after challenge with a tumor cell line expressing the E7 pratein,

Conclusions: The C reinhardti chloroplast is a suitable expression system for the production of the E7GGG protein, in a
soluble, immunogenic form. The production in contained and sterile conditions highlights the potential of microalgae as
alternative platforms for the production of vaccines for human uses.

Citation: Demurtas OC, Massa & Ferrante B, Venutl & Francond &, etal (2013) A Chlampdomon a-Derlved Human Papllomavinus 16 £7 Vaccine Induces Spedfic
Tumaor Protection. PLoS ONE 8i4): e61473. dot10.1371/journalpone 0061473
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Copyright: © 2013 Demurtas et al. This is an open-access articke distributed under the terms of the Creative Commens Attribution License, which permits
unrestricted use, distibution, and repreduction in any medium, provided the original author and source are credited.
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Fonte: Demurtas et al., PLoS ONE 8: e61473, 2013



Le alghe verdi (Chlorophyceae), alcune unicellulari ed altre coloniali,
sono classificate spesso come Protisti

FIGURA 24-18 l Le alghe verdi.

(a) MO di un‘alga verde unicellulare (Mi-
crasterias sp.), con due meta speculari.
Quest'alga & ampiamente distribuita. (b)
MO di due colonie di Volvox, ognuna com-
posta da piu di 50000 cellule. All'interno
delle colonie parentali, si possono osser-
vare nuove colonie che possono essere ri-
lasciate per rottura delle parentali. (c) La
tipica organizzazione in sottilissime foglie
ha conferito ad Ulva sp. il nome comune di
“lattuga di mare”. Ulva pud raggiungere
dimensioni di 30 cm. (d) Chara sp., un'alga
verde, é strettamente correlata alle piante.
Chara & ampiamente distribuita nelle ac-
que dolci, dove cresce fino ad altezze di 30
cm o piu.

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2014



Phylum Excavata

Kinetoplastida

Protisti flagellati con un unico mitocondrio collegato
ad un organello specializzato, detto cinetoplasto

Il cinetoplasto contiene numerose molecole di DNA
(10000 minicircoli concatenati, simili al DNA
mitocondriale, e 50 macrocircoli)

Trypanosomabrucei | 6agente dell a 0
sonnoo (tripanosomiasi afric
Leishmaniamajor | 6agente dell a e

cutaneae viscerale
R m,l i

i,

Fonte: http://tritrypdb.org/tritrypdb/
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Phylum Excavata

Trypanosoma brucei var. gambiense

T.brucei | 6 age nmalettiadeddotin@ad ,A encefal ite

fatale ed endemica in molte regioni africane

Ribosomes

Golgi
apparatus

Basal body
of flagelum

Nucleus —J
Mitochondrion

Kinetoplast

] SRRSO &
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T B /‘j Lar’j V -
g 295 ;"'LJ
POes 1 Geal®
| | (ol
' ?-', ot :/W ;‘A' 4
Trypanosoma gambiense ‘m‘

Ha un flagello unito alla cellula da una membrana

ondulante, il cinetoplasto alla base del flagello ed

un unico grande mitocondrio

et

Si riproduce esclusivamente per scissione ed ha una
elevata variabilita del genoma, al punto che le sue
proteine di superficie

per eludere il sistema immunitario

Fonte: http://tritrypdb.org/tritrypdb/
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Trypanosoma brucei e il suo vettore

GLOSSINA PALPALIS
Tsetse Fly

[Modified from Matheson 1950]

Il vettore di T. brucei, | a motsE£@®0 At s®
(Glossina sp., Diptera Glossinidae), si e
coevoluto insieme al parassita

Le forme flagellate di T. brucei (tripomastigoti) si
dividono asessualmente nel sangue, eludono le
difese immunitarie e superano la barriera emato-

encefalica,pr ovocando | denc

Fonte: http://www.who.int/trypanosomiasis_african/en/
http://tritrypdb.org/tritrypdb/




Leishmania major (Kinetoplastida)

Trasmessa dal moscerino Phlebotomuss p. ( i s a n d btadyflaggllati
circolanti nel sangue a stadi endocellulari amastigoti (privi di flagello)

MORPHOLOGY

(same in all species)

Sandfly Stages Human Stages

b
* The parasite exists in

@ sandfy takes a blood meal
2 forms;-

(injects promastigote stage
into the skin)

Ot~ T
I

9 Promastigotes are
phagocytized by

i
Promastigotes transform
into amastigotes inside

1. Amastigotes —
aflagellar stage

2. Promastigotes-
flagellar stage

macrophages A
Amastigotes transform into
o promastigote stage in midgut
- 1’:&1
25, o
@S, ' L
- .;g__-a Amastigotes multiply in cells

{including macrophages) of

. ﬂﬂ = &-_ i _—~_ R various tissuesA

o Ingesti:;n of
parasitized cell

9, Bg
Qs - - with amastigotes)
' A=Inhdim3mg&
ﬁp Diagnostic Stage rLE™
hitp:/fhwoww. dpd .cde.govidpdx
Una altra specie, Leishmaniainfantum, agente dell a | ei shmani osi v
azar 66 (o Ablack fever o)  PRhlebatsmmeisAfriga,Asla moscer

ed Europa e del genere Lutzomya nelle Americhe

Fonte: http://www.who.int/leishmaniasis/en/



Comparative genomic analysis of three Leishmania
species that cause diverse human disease

Christopher S Peacock!, Kathy Seeger!, David Harris!, Lee Murphy!, Jeronimo C Ruiz?, Michael A Quail',
Nick Peters!, Ellen Adlem!, Adrian Tivey!, Martin Aslett!, Arnaud Kerhornou!, Alasdair Ivens',

Audrey Fraser!, Marie-Adele Rajandream!, Tim Carver!, Halina Norbertczak!, Tracey Chillingworth!,

Zahra Hance!, Kay Jagels!, Sharon Moule!, Doug Ormond!, Simon Rutter!, Rob Squares!, Sally Whitchead?,
Ester Rabbinowitsch!, Claire Arrowsmith!, Brian White!, Scott Thurston!, Frédéric Bringﬂud:’,

Sandra L Baldauf*, Adam Faulconbridge*, Daniel Jeffares!, Daniel P Depledge?, Samuel O Oyola?,

James D Hilley’, Loislene O Brito?, Luiz R O Tosi?, Barclay Barrell!, Angela K Cruz?, Jeremy C Mottram?,

Deborah F Smith* & Matthew Berriman!

Leishmania parasites cause a broad spectrum of clinical disease. Here we report the sequencing of the genomes of two species
of Leishmania: Leishmania infantum and Leishmania braziliensis. The comparison of these sequences with the published genome
of Leishmania major reveals marked conservation of synteny and identifies only ~ 200 genes with a differential distribution
between the three species. L. braziliensis, contrary to Leishmania species examined so far, possesses components of a putative
RNA-mediated interference pathway, telomere-associated transposable elements and spliced leader-associated SLACS
retrotransposons. We show that pseudogene formation and gene loss are the principal forces shaping the different genomes.
Genes that are differentially distributed between the species encode proteins implicated in host-pathogen interactions and
parasite survival in the macrophage.

2007 Nature Publishing Group http:/iwww.nature.com/naturegenetics

Table 1 Summary of the L. major, L. infantum and L. braziliensis
genomes

L. major (N5.2) L. infantum (V2) L. braziliensis (V2)

| genomi sequenziati di tre specie di
Leishmania sono stati oggetto della Chromesome number 36 36 35

prima comparazione multipla tra Contigs 36 562 1041
genomi parassitari Size (bp) 32,816,678 32,134,935 32,005,207
(Peacock et al., Nature Genetics, 2007) Overall G+C content (%) 59.7 59.3 57.76
Coding genes 8,298 8,154 8,153
Pseudogenes?® 97 41 161
Coding G4C content (%) 62.5 62.45 60.38

IPseudogenes include genes that have in-frame stop codons andfor frameshifts but have other
characteristics of coding regions, as assessed by similarity to other genes or by codon bias.



Euglena gracilis (Excavata Euglenoideae)
protista con due flagelli asimmetrici e una speciale pellicola flessibile

Flagello per il Fl .

A agello interno
movimento \ “oHo

Macchia

oculare

Macchia oculare

Mitocondri
< (non distinguibili
nella fotografia)

iy

Vacuolo
contrattile

Cloroplasto

Nucleo

Corpo paramilaceo Cromatina

(riserva energetica)

Pellicola

(b)

STRUCTURE OF A EUGLENA

In una tipica cellula di Euglena le strutture
piu caratteristiche sono i cloroplasti.

Nucleo flagellum

Flagello

# Nucleolo
stigma

reservoir
Stigma .
nucleolus — nucleus
Accumulo di polisaccaridi
- Vacuolo prodotti dalla fotosintesi chloroplast
Fotorecettore contrattile = contractile vacuole

pellicle

wiwwLinfovisual.info

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



Trichomonas vaginalis

Flagellato parassita agente della trichomoniasi, trasmesso
per contatto sessuale: la forma vegetativa (trofozoite)
provoca inflammazioni ed ulcerazioni

Ha 4 flagelli ed una membrana ondulante
Si divide esclusivamente per scissione (una mitosi

estremamente semplificata) ed ha un genoma a 6
cromosomi, interamente sequenziato nel 2007

Trichomonas vagipalis

A= Infective Stage
2= Uiagnostic Stage

Trichomanas vaginals

-

trophozoite

-

(by P.W. Pappas and 5.M. Wardrop)

€ Muttiplies by longitudinal

o Traphazoite in
binary fission

vaginga or onfice
of urathra

n Trophazaits in
vaginal and prostatc
secrelions and urine

Fonte: https://www.cdc.gov/std/trichomonas/stdfact-trichomoniasis.htm



Phylum Rizaria:

| Foraminiferi, splendidi protisti marini
con involucro calcareo

(a) 500 um

raminiferi.

FIGURA 24-15 | foraminiferi.

(a) MES di un guscio di foraminifero. Da notare i pori attraverso i
quali fuoriescono i raggi di citoplasma. Molti foraminiferi possie-
dono un guscio multicamera come questo. (b) Le bianche scogliere
di Dover, Inghilterra, sono costituite in maggioranza da gusci di fo-

Baculogypsina sphaerulata
Globigerina sp.

©A.C.991d
22/10/2007

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019
Solomon et al., 2014



| Radiolari
altri straordinari protisti marini
con involucro siliceo

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019
Solomon et al., 2014



Le Diatomee (Phylum Stramenopyla)
splendide alghe unicellulari marine e di acqua dolce
congusci o siliceo con (diuwee cvaaol)v e a

Chromatophore —=——

Pyrenoid —

Lipid
droplets
Vacuoles ——

T Nucleus
Cytoplasmic _==
strands

Golgi S AT T A Mitochondria
v S ) E v\o AwsE Ot £ Jon 2000 Oomplex

| ENT = 20NN WO S o= L SR P fove V9

O ™ e s .~ }

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2014



Riproduzione asessuata e
sessuata nelle Diatomee

La parete cellulae impregnata Nela riproduzione asassuata, che avwiena per mitos

d siicio @ in realta costituita e citcdiemsi, e dua valve si sepaano e ciascuna diventa
da due pezzi, una valva la valva supenowe dalia nuova celluia,

supencowe che forma il

copanchr:n e una \.'a.b.'a . Mitcsi
inferiom che forma i *fondo’. i
. /C( azione cella parete
Accrascimento Formaziona cblla pareta N Mitosi
dalia cellula Le cellule figlie che p— @\
r darvano dalla valva
Zigote inferiom Mitosi
19 @ diminuiscono —_—
. mssivamante 2
Lo zigote prodotto dalla \ pog ; ".‘_ Mitosi
riprocduzione sessuata si @\ didimensione. — A2
accresca fino a ragjiungem Fusione
la sua dimensione massima dei gameti Mitosi -
—

prima di rcostituie ka parate. & ®
| e h@‘ Melosi

Gameti provenienti

da un altro individuo
Le due vale si aprono
e rlasciano i gameti.

Le ornamentazioni del guscio siliceo delle
Diatomee sono cosi fini da essere state usate per
lungo tempo per verificare la nitidezza delle
Immagini nei microscopi ottici

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2014




Diatomee, dinamite e Premi Nobel

F \1‘.*\\ t
a

Loaccumul o dei piccolissimi involucrtr
(Diatomee e Radiolari) per milioni di anni ha prodotto grandi depositi
sedimentari marinid e tfdrinafosiledo ( di at omi te o 6d6Kki €

Il chimico svedese Alfred Nobele bbe | 6i dea di mescol a
alla pericolosissima nitroglicerina, rendendo trasportabile il composto
(dinamited ) e g u i maggdioredieurezzaal lavoro in miniera

Léi nvenzi one f u u s acbpabepian e fruttctoagpNpbel a n c h
elevati guadagni: lo scienziato decise di investire questi proventi
economici in una fondazione per premiare le piu elevate attivita umane Alfred Bernhard Nobel

(scienza, letteratura, pace) (1833-1896)

Fonte: https://www.nobelprize.org/




Al cuni Pr ednzasitocondsico n o i

In realta questi Protisti sono provvisti di un particolare organello a doppia
me mbr ana, pr i viotosanao gredgemmsomadc()i ¢ he
probabilmente svolge le funzioni del mitocondrio

Si ritiene che la perdita dei mitocondri sia un adattamento alla vita
parassitaria e in condizioni anaerobiche, avvenuto in phyla e tempi diversi

Protisti con mitosomi

Phylum Excavata
Giardia lamblia (syn. G. intestinalis)
Trichomonas vaginalis

’

Phylum Amebozoa
Entamoeba histolytica

Mitosomi evidenziati da un colorante
fluorescente verde in G. lamblia

Fonte: https://microbewiki.kenyon.edu



This unicellular
Giardia has two
nuclei but no
mitochondria.

Phylum Excavata

Giardia lamblia (syn. G. intestinalis)
protista flagellato parassita con molte strane caratteristiche

Ha due nuclei ed e privo di mitocondri, nucleoli e perossisomi
E @no degli Eucarioti piu primitivi finora noti

Provoca gravi infezioni intestinali nei bambini che vivono in
condizioni igieniche precarie

adhesive disc
median body

L posterior ~7Magella

ventral groove

caudal

Fonte: https://microbewiki.kenyon.edu
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Ciclo biologico e genoma di G. lamblia

Human acquire infection through
consumption of contaminated
water or food, or by fecal-oral

Contamination of water, food, or
hands/fomites with infective cysts.

Trophozoites are also passed
in stool but they do not

survive in the

0 = Infective Stage

g = Diagnostic Stage @ Cfst

environment. ¢ 1 f
AL i
A Trophozoite

€ 5@0

Intestinal phase

Excystation occurs in the small
intestine. Two trophozoites are
released from each cysts.

Excystation occurs as the
parasites transit towards
the colon. Cysts are resistant
forms and are responsible
for transmission,

The trophozoites multiply by longitudinal
binary fission. They remain in the lumen of
the proximal small bowel where they can be
free or attached to the mucosa by a ventral

sucking disk Source:CDC

Il genoma di G. lamblia, interamente
sequenziato nel 2007, ha entrambi i
nuclei attivi nella trascrizione

Natural barriers Innate immune daptive immune
Mucus Nitric oxide Antibodies (IgA)
Peristalsis Reactive oxygen species T-cell responses
Proteases Lactoferrin

Lipases Defensins

Bile salts Phagocytes

Intestinal microbiota Mast cells

Paneth cells Dendritic cells

Time

——
Infection Symptoms induced

TRENDS in Parasitology

Giardia Genome Database (GiardiaDB)

http://giardiadb.org/giardiadb/



Il superphylum Alveolata m
(Dinoflagellata, Chromerida, Ciliata, Apicomplexa) <

Gli Alveolata sono caratterizzati da microstrutture cave Polar ring
( diveolicorticalio) sotto | a membr al Conoid
funzione di supporto Pellicle

Micropore
Subpellicular

- . . - tubule
Ciliata e Apicomplexa non hanno plastidi, mentre Microneme
Dinoflagellata e Chromerida li possiedono Rhoptry
. . . . Golgi body
A Probabilmente li hanno acquisiti secondariamente o
. . C e . . . ucieus
tramite complessi eventi di simbiosi
Nucleolus

Infrastructure of Paramecium plasma membrane
and pellicle (from Brusca & Brusca, 1990).

Mitochondria

Posterior ring

&Cilium

ki Circumciliary

f/spacc
L "/'\/\lvculz\r . .
L\ @ LA, ey Nonostante il loro successo evolutivo e la
= 1A | loro importanza biologica, probabilmente
P g sonof or me fArelitteo di Eu

Quter alveolar membrane
Inner alveolar membrane

Kinetosome
Kinetodesma el (basal body of cilium)

(interciliary fibril) Fonte: httpS//mICFObeWIklkenyonedu



Dinoflagellata

Alveolata fotosintetici di grande interesse ambientale
e biomedico, perché responsabili di fioriture algal
( réd tideod ) praaluttori di neurotossine

Si mbi ont i di varie specie di

bioluminescent Ceratium sp., dinoflagellato fotosintetico

Hanno genomi nucleari molto grandi, caratterizzati da con parete a piastre di cellulosa
curiosi cromosomi i me s o e u ¢ gnviidiastonic i 0 ,

Noctiluca scintillans

fCoral bleachingb, morte del | a

Conyatlaspolyhedia privata dei simbionti fotosintetici (Zooxanthella sp.)

(dinoflagellato fluorescente)

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019
https://microbewiki.kenyon.edu



Chromera velia (Chromerida)
alveolato fotosintetico marino

Chromera velia e stato isolato nel 2008
come simbionte del corallo madreporico
Plesiastrea versipora (Cnidaria Faviidae)

Le sue relazioni filogenetiche con gli altri
Alveolata sono state verificate tramite il

Afcodon

Hemosporidians and piroplasms

Golpodellids

Chromera velia

® Plastid
O Mo evidence
for a plastid
9%, Loss of
photosynthesis Crigination
of UGA-Trp

p Replacement readthrough

of plastid

Loss of
K‘h Chiorophyll types
4, 8 + € jn photosynthesis '

@ UGG-Trp plastid

usage AGA=Tp pl a @Uieeg@j\—mgjlasﬂd

Coccldians

Cryptosporidium

W Other

Peridinin

dinozoans dina-
uG flagellates
uG

T

d

i Ancestor of apicomplexans
and dinozoans
a+c

Fonte: Quigg et al., PLoS ONE 7: e47036



Guillardia theta (Chromalveolata Cryptomonadales),
Eucariota unicellulare con 4 genomi

Secondary endosymbiosis

Primary Primary
endosymbiosis eukaryotic alga

Cyanobacterium

Cryptomonad cell '

E ":n Q@%’;

Chloroplast
(121 kb)
° [ )
S \\\\
% £ Nucl h @
0022 & uceoméo% %<’ \

G. theta possiede il proprio genoma
nucleare, il proprio genoma

830 mitocondriale, ed inoltre il genoma
s o (551 kb)) { del cloroplasto e del nucleo
Boest’ @)) % 606s ub od aclévtacrfad 6) d i
\ 4 v? °% % Pt altro Eucariota endosimbionte

Periplastid Starch Periplastid 'Rough'
space grain membrane ER

Fonti: Curtis et al., Nature 492: 59-65, 2012; http://www.algaebase.org



| Ciliati (Phylum Ciliata)
verticeo dell 6organi

-}
26

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019
https://microbewiki.kenyon.edu



cellulare viene dafinita pelicoia

Organizzazione di un ciliato (s ek

&) =
[La complkessa suparicie ]
~/ Vacuokb contrattiie

attivita mataboliche della cellula.

Vacucko alimenta

’,/ Q\\ Citofaringe
// N

Ciglia / Q
// Q)

_Va —7

ey ( 0

N\ Macronucleo
\
|

. : ™
| micronuclkei sono responsabili

y Cibo 2 dalla rcombinazione gemti:a.)
Micronucleo I v i Cnofanng:
7 Orif
- Macronucleo \ @; | 0,:|:Io .\ Le tricocisti hanno
I8
Vadoslo L '7 Vacuolo Poro anale funzione didilesa.
Bl contrattile contrattile

\ Vacuolo <) 250 um
nutritizio

a 50 um ®

FIGURA 24-7 I ciliati. ve

(a) Da notare la complessa struttura cellulare, visibile in questa MO,
del Paramecium sp., un ciliato d'acqua dolce. Come molti ciliati, il
Paramecium possiede pil nuclei: un macronucleo e uno o pits micro
nuclei di dimensioni inferiori. (b) Le particelle di cibo vengono intro-
dotte nell'orifizio orale, contornato da ciglia, del Paramecium e in-
corporate nei vacuoli nutritizi. | lisosomi si fondono con i vacuoli nu-
tritizi permettendo la digestione e I'assorbimento; gli scarti non di-
3 geriti vengono eliminati attraverso il poro anale. (€) MO di Stentor
d) sp., un ciliato sessile. Da notare le numerose ciglia che indirizzano le
particelle di cibo nella “bocca” a imbuto. |l macronucleo allungato
assomiglia ad una collana di perle. (d) MO di Euplotes, un ciliato ipo-
trico; notare i ciuffi compatti detti cirri. (Sorgente da 24-7(d): By H.
Machemer, in K. G. Grell, Protozoology, © 1973 Springer-Verlag).

Filmati

| Ciliati sono caratterizzati da una superficie cellulare
molto complessa e da due nuclei, un micronucleo a
Fonti: Sadava et al., 2014; 2019 funzione riproduttiva e un macronucleo a funzione
https://microbewiki.kenyon.edu trascrizionale e traduzionale



http://www.lifesci.ucsb.edu/~genome/Tetrahymena/Credits.htm
http://www.lifesci.ucsb.edu/~genome/Tetrahymena/Credits.htm

Tetrahymena thermophila (Phylum Ciliata)
Organismo modello fondamentale tra i Protisti

|1 fenomeno di HAautosplicingo
la prima volta in questo organismo da T. R. Cech e S. Altman
(Premio Nobel 1989)

Anche gli studi fondamentali sui telomeri e sulla telomerasi
(Premio Nobel 2009) sono stati effettuati su Tetrahymena

(Mic)

- Genoma molto complesso con due nuclei, tipici dei Ciliata
- un micronucleo a funzione riproduttiva, con 5 cromosomi

- un macronucleo, derivato per suddivisione e replicazione dei
cromosomi micronucleari, con 225 cromosomi privi di centromeri

(Eisen et al., 2006) Macronucleus
(Mac)

- Tetrahymenae al tri Ci | i at dodohusagedod ,u nc idoi v e
Auso alternatrivwpetdeoi adodwmii ce gemn.
UAA (Stop) A Glutammina

UAG (Stop) A Glutammina
UGA Stop

Tetrahymena Genome Database (TGD)
http://www.ciliate.org/




Due premi Nobel (1989 e 2009) sono stati

— asingle-cell organism
that lives inwater (1 [y
. . Chromosom es W
2 t with telomeres ™.
assegnati per studi su Tetrahymena Lo i i v v 5
introduced into yeast cells. They were not & o)
protected and were damaged. .
Telomere DNA Do
TA= ¢s ¢ 'a
| N o= 2TlmereDNAfr om Tetrahymena
/ B was coupled to the minichromosomes
\ V4 I \ whl(h were introduced into yeast cells.
V4 Artifici
- |n|(hromasomes

~, 1\

A T/ N
=/ (& / \
Damaged ~

menkiwromosomex Yeastcsll | 3 e results showed that telomere DNA from one organism,
Tetrahymena, protected chromosomes in an entire ly different
e, yeast. This demonstrated the

xistence of a previously

Premio Nobel per la Medicina e la Fisiologia 2009
Premio Nobel per la Chimica 1989 "for the discovery of how chromosomes are prot?cted
"for their discovery of catalytic by telomeres and the enzyme telomerase

properties of RNA"

Elizabeth H. Blackburn  Carol W. Greider

o : . g
Nella storia dei Premi Nobel, e stata la prima V 3
volta in cui due donne lo hanno ricevuto

N Jack W.
contemporaneamente nella stessa disciplina Szostak

[/
Sydney Altman Thomas R. Cech

Fonte: https://www.nobelprize.org/
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Paramecium tetraurelia

o e——

large nucleus small cilia
rg nucleus | L Front
cytoplasm AR

food

vacuole

f
¥,'
!

Rear

useless
matter ¥
from food bacteria

- Ciliato di grandi dimensioni (120 uM), visibile anche a occhio
nudo, con una cellula altamente specializzata

- Macronucleo poliploide (1000n), contenente 85-90% del
genoma, interamente sequenziato nel 2010

/ ¥ 3
\‘\\\{47"{— mouth

|~ Cilia
o= Food —=—

_——} vacuoles

/
- Oral Y
groove \

L ~ Cell

.

\\‘\ Micronucleus

/~Macronucleus S

~——~+——— Contractile — gl
2 vacuole

[ ]
Paramecium 50 um

©Paancs Cakatcn inc  pubening s Rerjann Curreng

Database dedicato a Paramecium
(ParameciumDB)

http://paramecium.cgm.cnrs-gif.fr/



Complessa riproduzione sessuata (coniugazione)
in Paramecium sp. e altri Ciliati

FIGURA 24-8 | La coniugazione del Paramecium
caudatum.

. Degenerazione dei
Macronuclei macronuclei

Nuclei diploidi (2n)

@

M e
Degenerazione dei

Micronuclei (2n)

macronuclei
(D Due individui (@) Prima (@ Seconda @ un (® Ogni cellula (®) I micronuclei @ Le cellule
sessualmente divisione divisione micronucleo coniugante si aploidi si si separano
compatibili si meiotica in meiotica in aploide si scambia un fondono
uniscono a livello  ogni cellula ogni cellula divide per micronucleo
delle superfici mitosi; gli altri
orali degenerano

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2014



Gli Apicompl exa, organi s mi AMo S &

Gli Apicomplexa sono i Protisti di maggiore importanza per la salute umana

A Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii e Cryptosporidium parvum causano
elevati tassi di mortalita e di morbilita in tutto il mondo, e rendono disabili o
provocano la morte di milioni di persone all'anno

Sembra che gli Apicomplexa siano mosaici di un antico organismo
eucariotico costituita da una alga (con il suo cloroplasto derivato dai
cianobatteri) e da un proteobatterio, che hanno formato rispettivamente
| apicoplasto e i mitocondri

La spinta evolutiva ha portato ad una perdita o a silenziamento selettivo
dei geni, e in alcuni casi (Cryptosporidium) all'estrema riduzione dei
mitocondri e alla perdita dell'apicoplasto

Lo studio delle peculiari caratteristiche degli Apicomplexa, diverse da
guelle delle cellule animali e umane, potrebbe fornire bersagli molecolari
per nuovi tipi di agenti antimicrobici

Se esistesse la vita su Marte, potrebbe essere tanto ordinaria da risultare
deludente in paragone ad alcune creature terrestri veramente bizzarreé "

G. |. McFadden, Nature 400:119-20, 1999



Plasmodium falciparum (Protista, Apicomplexa)
agente della malaria

| gametecti maschili e
femmindi proveriedti
gy =angue umano, si
tradformano nel'ited no
dela 2amars n gamedi
masahii @ fernminil

che § fondono n uno
2igde

nel Grocks sanguigno del'uome,
quando la 2aeara punge

o Gli gporcealli vengeno mmess
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Gl sporczalti migrano
neda ghiandols salvam
dedla 242ara

. An

o Nailuomo, g sporazalti
raggungono e cedlle apd iche
el sdemainfdios, dove s
dvidono e fameans un nivo
tpo celldars | merczali

rvadere ruove osbule spatiche o del
sidema ifdioo, dove 8 dvidono
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N
\ \\[o A lorovolld | merczolli possons

-
it
-
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@ | ruov gametecti
posKCNo passare

e Lozigdte & nsnua
fra le cdhibe dedla
parae inted nale

nuovaments auna

Zanzars quando
queda pungs
© Lozites I'ndvidun,
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@ Alrirteeno de gobuli
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S svuppans
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dove s dvidono e & aoaescono, lisando rfine
gi edtrociti e invadendo nuovi globul ress

9 | mercedi possono pendrare nel gobul reest
N un ciclo che o ripete ogni 48 ore

La malaria e la malattia che colpisce
Il maggior numero di persone sul
pianeta

3.3 miliardi di persone a rischio in
91 paesi
219 milioni di persone affette

435 000
(93% in Africa,
quasi tutti bambini sotto i 5 anni)

mor t i

(WHO - World Malaria Report 2018)

Fonte: World Health Organization 2018



Genoma di P. falciparum

- Completamente sequenziato (ceppo 3D7) nel 2002
Gardner MJ et al., "Genome sequence of the human malaria parasite
Plasmodium falciparum.”, Nature 419: 498-511, 2002.

- 14 cromosomi, 23 Mb, 4500 geni
(Hall et al., Science 307: 82-86, 2005)

Il genoma di P. falciparum é stato sequenziato in parallelo con quello del
suo vettore, Anopheles sp. (Diptera Culicidae), completato nel 2007



A\ = Infective Stage
= Diagnostic Stage

Toxoplasma gondii o

Fecal
. » cmiiirs ™ Cysts
Agente della toxoplasmosi, parassitosi a ciclo complesso i
preda-predatore, nel qua d)spite dcdderdam o N Both cocysts and tissue cysts transform
into tachyzoites shortly after ingestion.
Tachyzoites localize in neural and
) . ] . \ ) ) ) muscle tissue and develop into tissue
La forma infettiva (tachizoite) e pericolosa in gravidanza cyst bradyzoites. If a pregnant woman
. o becomes infected, tachyzoites can infect
percheé forma cisti nel cervello e nel fegato del feto the fetus via the bloodstream.
Il genoma di T. gondii a 14 cromosomi e stato
completamente sequenziato nel 2006, compreso il

piccol o DNA apicoplastol ar e del | 6

Densegranule  Golgi body A Seru rn
Rough endoplasmic Apicoplast

rctlc CSF
‘{/ Conaid A Diagnostic Stage

1} Serological diagnosis.

or
Apical 2) Direct identification of the parasite from peripheral
blood, amniotic fluid, or in tissue sections.

Mitochondrion

Ultrastructure of a Toxoplasma gondii tachyzoite
Expert Reviews in Molecular Medicine ©2001 Cambridge University Press

SBAFER:-HEALTHIER« FEOPLE™

Database di Toxoplasma i ToxoDB Rl

http://toxodb.org/toxo/



Phylum Amebozoa:
le amebe, protisti con pseudopodi lobati

MAKE GIFS AT GIFSOUP.COM




Entamoeba histolytica (Lobosa, Phylum Amebozoa)
agente della amebiasi intestinale

BAFE wOFLE™

hitp: e, dpd.cde govidpdx

Trophozoite

- Privo di mitocondri (come G. lamblia e T. vaginalis)
- Genoma a 14 cromosomi interamente sequenziato nel 2008

- Parassitosi a tipica contaminazione oro-fecale

A& = nfective Stage
An Diagnostic Stage
Cysts and tophozolies
= Noninvasive Colonization ~ P2%8ed in feces

= Intestinal Diseases

= Extraintestinal Dispase

655
Excystaton  Trophozaites

©

Fonte:
https://www.cdc.gov/dpdx/amebiasis/index.html



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/cb/Entamoeba_histolytica_01.jpg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/cb/Entamoeba_histolytica_01.jpg

Protisti che formano colonie




Leméfdbf e mucill agi nosedd
( Asl i meProtisth Ansebozoa)

amebe sociali
modello della transizione da unicellularita a pluricellularita



