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Strategien des Lebenszyklus

Sporenbildung bei Bacillus subtilis:
Masse oder Klasse?
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Recent timelapse microscopy studies suggest that endospore forming
bacteria encounter a quantity-quality tradeoff: Bacillus subtilis can
either make more or better spores. Natural isolates employ different
life-cycle strategies that are beneficial under different revival condi-
tions. These findings have implications for our understanding of the
ecology and evolution of sporulating bacteria and their use in biotech-

nological applications.
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B Die bakterielle Endospore ist eine faszi-
nierende Uberdauerungsform: Nur Mikro-
meter klein, schiitzt sie das Genom im Spo-
renkern. Sie liberdauert Hitze, Trockenheit
und Nahrungsmangel — bis die Umweltbedin-
gungen wieder geeignet sind. Dann keimt die
Spore innerhalb von Minuten, und eine neue,
vermehrungsfiahige Zelle wachst aus ihr her-
aus.

Ob eine Spore aus dem All das Leben auf
unseren Planeten brachte, ist umstritten. Tat-
sache ist, dass Sporen den Weg in fast jede
irdische Nische gefunden haben. Sie sind

» Abb. 1: Sporulation
und Aufleben im Modell-
organismus Bacillus
subtilis. Bei der Sporula-
tion teilt sich die Zelle
zunachst asymmetrisch
und nimmt die kleinere
Zelle als Vorspore auf.
Nach Bildung von Sporen-
kortex und Sporenhdille

in der Mutterzelle lysiert
diese und setzt die Spore
frei. Das Aufleben umfasst
die Keimung (bei der die
Spore ihre Resistenz und
Dormanz verliert) und das
Auswachsen (bei der eine
neue Zelle aus der ge-
keimten Spore heraus-
wachst).
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allgegenwartig und ihre Bekdmpfung gehort
in Bereichen mit hohen Hygieneanforderun-
gen zum Alltag. Auch ihre biotechnologische
Nutzung als Vehikel fiir Impfungen, als Teil
selbstreparierender Baustoffe, als biologi-
sches Speichermedium zur Herkunftsnach-
verfolgung von Objekten oder ihre Nutzung
fiir die Raumfahrt werden aktiv erforscht;
schon heute werden Sporen industriell her-
gestellt, beispielsweise fiir den Einsatz in
Probiotika in der Tierzucht und im biologi-
schen Pflanzenschutz [1]. Sporen faszinieren
Menschen seit ihrer ersten Beschreibung im
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19. Jahrhundert durch Robert Koch und Fer-
dinand Cohn und werden bis heute intensiv
studiert.

Spezielle Programme steuern
Sporulation und Aufleben

Die Sporulation und das Aufleben sind am
besten in Bacillus subtilis erforscht (Abb. 1).
Bei der Sporulation teilt sich das stiabchen-
formige Bakterium asymmetrisch; die klei-
nere der beiden Zellen (Vorspore) wird
anschlieBend von der groBeren Mutterzelle
umschlossen, reift in deren Inneren zur Spo-
re heran und wird schlieBlich durch die Auf-
16sung der Mutterzelle freigesetzt. Uber 500
der mehr als 4.000 Bacillus-Gene sind an der
Sporulation beteiligt. Eine quervernetzte
Regulationskaskade koordiniert ihre Expres-
sion tber beide Zellen hinweg [2]. Umge-
kehrt ist ein Drittel des Genoms am Aufleben
beteiligt. Das Aufleben erfolgt in zwei Stufen:
Bei der Keimung verliert die Spore ihre
Resistenz, und die Dormanz wird gebrochen.
Beim Auswachsen bildet sich dann eine neue
vegetative Zelle.

Sporulation und Aufleben sind irreversible
Prozesse und werden durch zelleigene Sig-
naltransduktionswege aktiviert: Spezielle
Rezeptoren der Spore reagieren auf aus-
gewdhlte Nahrstoffe, wie Glucose oder
bestimmte Aminosduren und losen die Kei-
mung aus [3]. In der vegetativen Zelle wer-
den verschiedene interne und externe Sig-
nale (z. B. zum Zellzyklus oder metaboli-
schen Zustand der Zelle, extrazellulare Kom-
munikationssignale etc.) tiber Sporulations-
Kinasen und -Phosphatasen tiber eine Signal-
kaskade (das ,Sporulations-Phosphorelay®)
integriert und regulieren den Zeitpunkt der
Sporulation.

Der Lebenszyklus im Zeitraffer

In einem Lebenszyklus, der von schwanken-
der Nahrstoffverfiigharkeit gepragt ist, sind
zum Uberleben Sporulation und Aufleben
erforderlich. Trotzdem wurden diese bisher
getrennt voneinander untersucht. Die Licht-
mikroskopie ist dafiir ein wichtiges Werk-
zeug, denn die verschiedenen Entwicklungs-
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A Abb. 2: Der Lebenszyklus von Bacillus subtilis im Zeitraffer mit einem fluoreszenten Reporter-
stamm. Die Expression des rot-fluoreszierenden Proteins mCherry wird vom rapA-Promoter kon-
trolliert. Hellfeld- (grau) und Fluoreszenzbilder (rot) wurden digital Giberlagert. Links: Die Sporen
entstehen zeitlich gestaffelt. Erste Zellen sporulieren und haben bereits (lichtbrechende, daher
weiB erscheinende) Vorsporen in der Mutterzelle. Andere Zellen (rot) verzégern die Sporulation
durch Expression der Sporulations-Phosphatase RapA und teilen sich zunédchst weiter. Mitte: Nach
vier Tagen ist die Sporenbildung abgeschlossen. Spéte Sporen sind fluoreszenzmarkiert und unter-
scheiden sich von friihen Sporen in der Bildliberlagerung durch eine rote Umrandung. Rechts: Nach
Zugabe von L-Alanin keimen fast alle Sporen und verlieren ihre Brechkraft. Friihe Sporen keimen

allerdings schneller, und nur wenige - und ausschlieBlich friihe - Sporen wachsen aus.

stadien sind klar erkennbar. Seit kurzem ist
es technisch moglich, erstmals beide Prozesse
gemeinsam im Zeitraffer zu beobachten [4].
Dabei verfolgt man die Bildung von Sporen
unter Néahrstoffmangel auf einem Hydrogel
und beobachtet nach Zugabe neuer Nahrstoffe
das Aufleben der Sporen (Video: https://doi.
org/10.5446/33993). Zusammen mit fluores-
zenten Reporterproteinen und Videoanalyse
ist dies ein mdchtiges Werkzeug, um neue
Einblicke in den komplexen Lebenszyklus
sporulierender Bakterien zu gewinnen.

Der Zeitraffer verdeutlicht, dass die Spo-
renbildung ein mehrzelliger Prozess ist
(Abb. 2). Die Sporen entstehen zeitlich
gestaffelt aus einer Vorlauferzelle iber einen
Zeitraum von mehreren Tagen. Die einzelne
Zelle entscheidet in jedem Zellzyklus mit-
hilfe des Sporulations-Phosphorelays, ob sie
sich nochmals teilt oder die Sporulation ein-
leitet. Nach vier Tagen sind (fast) alle Zellen
sporuliert. GemdB ihres Sporulationszeit-
punkts unterscheidet man ,frithe“ und ,spa-
te“ Sporen. Ob bzw. wann eine Spore mit
neuen Nahrstoffen auflebt, ist scheinbar dem
Zufall tiberlassen. Korreliert man allerdings
das Aufleben der Sporen mit ihrer Entste-
hungsgeschichte, so zeigt sich, dass friihe
Sporen schneller keimen und mit hoherer
Wahrscheinlichkeit auswachsen als spate
Sporen. Weitere Experimente bestdtigten,
dass der Sporulationszeitpunkt — unabhéin-
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gig von raumlichen oder etwaigen Alterungs-
effekten — die Eigenschaften einer Spore
dauerhaft beeinflusst und damit die Fahig-
keit zum Aufleben [4].

Lebenszyklus-Strategien: Masse oder
Klasse?

Betrachtet man die Sporenbildung als multi-
zellulares Phanomen, so kann der beobach-
tete Zusammenhang zwischen Sporulations-
zeitpunkt und Auflebefdhigkeit als Zielkon-
flikt (Trade-Off) gedeutet werden (Abb. 3):
Mit jeder Zellteilung vor der Sporulation

erhoht sich die Gesamtanzahl der gebildeten
Sporen. Im Gegensatz dazu fiihrt eine schnel-
le Sporenbildung zwar zu einem geringeren
Sporenertrag, jedoch haben diese bessere
Aussichten, mit neuen Nahrstoffen teilungs-
fahige Zellen auszubilden. Unter der
Annahme, dass die Fahigkeit der Spore zum
Auswachsen von ihrer intrinsischen Qualitéit
abhéngt, ergibt sich ein Konflikt zwischen
Sporenertrag und Sporenqualitidt nach dem
Motto: ,Masse oder Klasse“.

Trade-Offs sind in der Natur weit verbrei-
tet [5] und beispielsweise fiir die Produktion
von Pflanzensamen und Eiern von Insekten
oder Fischen bekannt. Je nach Umgebung
kann eine erhohte Quantitéat oder Qualitét fiir
eine Spezies vorteilhaft sein und zu einer
Anpassung an verschiedene Lebensbedin-
gungen und Lebensraume fiihren. Dies ist
allerdings nicht zwangslaufig der Fall, denn
Verlusten an Quantitit stehen Gewinne an
Qualitat gegentiber, und beide Effekte konnen
sich kompensieren. Fiir die Sporenbildung
gibt es erste Hinweise, dass ein dhnlicher
Trade-Off existiert und dass dieser fiir die
Entwicklung unterschiedlicher Lebenszyk-
lus-Strategien in B. subtilis relevant ist [6].

In der Natur sporuliert B. subtilis im Boden
und im Darm, und dort konnen Sporen auch
jeweils auswachsen [7]. Unter anderem
untersuchten wir daher den Lebenszyklus
von zwei Isolaten aus dem Boden [8] bzw.
Huhn [9] mit dem Zeitraffer genauer [6]. Die
beiden Staimme verwenden unterschiedliche
Strategien: Das Bodenisolat bildet fast dop-
pelt so viele Sporen wie das Huhnisolat; es
setzt bei der Sporenbildung somit auf ,Masse*“,
das Huhnisolat dagegen auf ,Klasse“. Jede
Strategie hat ihre Vorteile: Nach Zugabe
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A Abb. 3: Masse oder Klasse? Schematisch vereinfachte Darstellung alternativer Lebenszyklus-
Strategien bei der Sporenbildung von Bacillus subtilis. Oben: Bei der Qualitatsstrategie sporuliert
die Zelle ohne weitere Zellteilung und bildet eine Spore mit hoher Qualitét, d. h. mit guten Fahig-
keiten zum Keimen und Auswachsen. Unten: Bei der Quantitatsstrategie teilt sich die Zelle vor der
Sporulation und bildet viele Sporen aus, allerdings mit Abstrichen in der Sporenqualitat.
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eines ndhrstoffreichen Komplexmediums
wachsen fast alle Sporen aus. In dieser
Umgebung gilt ,Masse statt Klasse“, und
das Bodenisolat ist aufgrund des hoheren
Sporenertrags klar im Vorteil. Umgekehrt
ermoglicht der Keimungstrigger L-Alanin
zusammen mit Nahrstoffiiberresten aus der
Sporulation nur einigen wenigen Sporen die
Riickkehr zur teilungsfahigen Zelle. Jetzt ist
die Sporenqualitat fiir den Erfolg ausschlag-
gebend. Die Sporen des Huhnisolats sind
hochwertiger, und trotz des geringeren
Sporenertrags wachsen im Vergleich zum
Bodenisolat mehr Sporen aus [6].

Reflektiert das Sporulationsverhalten der
beiden Isolate also eine Anpassung an das
Aufleben von Sporen im Darm oder Boden?
Vielleicht. Zumindest konnten die Umge-
bungsbedingungen fiir unterschiedliche
Lebenszyklus-Strategien selektiv sein.

Erste Experimente mit einem Modell-
system stiitzen diese Hypothese. Durch
gesteuerte Expression einer Sporulations-
Kinase lasst sich die Sporulationswahr-
scheinlichkeit einstellen. Die erzeugten Ver-
anderungen in der Lebenszyklus-Strategie
wirken sich beim Aufleben in nahrstoff-
reichen bzw. -armen Umgebungen entspre-
chend der Vorhersagen auf die Fitness aus
[6]. Auch die Strategie der natiirlichen Isolate
lasst sich umprogrammieren. Im Genom des
Bodenisolats findet sich eine Reihe von
zusatzlichen rap-phr-Signalsystemen, die die
Aktivitat im Sporulations-Phosphorelay hem-
men und somit die Sporulationswahrschein-
lichkeit herabsetzen [10]. Uberfiihrt man die
Signalsysteme ins Genom des Huhnisolats,
so verfolgt dieses nun die Ertragsstrategie
mit entsprechenden Konsequenzen fiir die
Fitness [6].

Von den Grundlagen zur Anwendung

Trade-Offs entstehen in der Natur als Folge
beschrankter Ressourcen [5]. Um welche
Ressourcen es sich im Einzelnen handelt und
wie diese die Qualitat auf molekularer Ebene
bestimmen, ist meist ungeklart. Die Alanin-

Dehydrogenase — ein Enzym, das den Nahr-
stoff und Keimungstrigger L-Alanin zu Pyru-
vat verstoffwechselt - beeinflusst zumindest
unter bestimmten Bedingungen die Sporen-
qualitat in B. subtilis und das Auswachsen,
aber nicht die Keimung [4, 6]. Welche weite-
ren Qualitdtsmerkmale einer Spore {iber den
Sporulationszeitpunkt bestimmt werden und
wie der Organismus die Sporenbildung bei-
spielsweise liber Zell-Zell-Kommunikation
steuert [11], muss weiter untersucht werden.

Auch fiir die angewandte Forschung ist der
Trade-Off zwischen Sporenertrag und -quali-
tat moglicherweise relevant. Weltweit produ-
zieren Biotechnologieunternehmen Tonnen
an Sporen. Fiir die Prozessoptimierung im
Bioreaktor ist der Sporentiter ein entschei-
dender Parameter. Inwiefern sich dies auf die
Qualitdt der Sporen auswirkt, ist eine wich-
tige Fragestellung, um Fermentationspro-
zesse in Zukunft zu verbessern.

Auch wenn es in der Vergangenheit gute
Griinde gab, Sporulation und Aufleben
getrennt voneinander zu studieren, ist es
jetzt an der Zeit, den Lebenszyklus in seiner
Gesamtheit zu betrachten. Dies lehrt uns, wie
komplex adaptives Verhalten entsteht und
eroffnet neue Moglichkeiten, dieses Wissen
fiir den Menschen nutzbar zu machen.
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