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Bakterielle Genregulation

Freund oder Feind? — Die

zwel Ge-

sichter von Photorhabdus luminescens

NAZZARENO DOMINELLI, RALF HEERMANN
INSTITUT FUR MOLEKULARE PHYSIOLOGIE, MIKROBIOLOGIE UND WEINFORSCHUNG,
UNIVERSITAT MAINZ

Photorhabdus luminescens is an enteric bacterium with two faces: on
the one hand these bacteria live in symbiosis with soil nematodes, on
the other hand they are highly pathogenic for insects. The population
is also phenotypically heterogeneous: one part lives in symbiosis with
nematodes, the other part symbiotically interacts with plants. Cell-cell
communication, inter-kingdom signaling, and other gene regulation
processes are behind the complex decision of being friend or foe.
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B Es passiert in der dunklen Erde, im Wald,
in Ackerboden, im Sand der Kiiste und in
unseren Vorgarten: Winzige Fadenwiirmer
(Nematoden) mit dem Namen Heterorhabditis
bacteriophora suchen nach Opfern. Um

erfolgreich zu toten, tragen sie eine gefdhr-
liche Waffe in ihrem Vorderdarm: insekten-
pathogene Bakterien der Art Photorhabdus
luminescens. So sind die Nematoden bestens
gerustet, um ahnungslose Insektenlarven zu
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A Abb. 1: Die Lebenszyklen von Photorhabdus luminescens. 1°-und 2°-Zellen sind hochpatho-
gen gegenliber Insektenlarven. AusschlieBlich die 1°-Zellen leben in Symbiose mit den Nemato-
den (Freund). Letztere infizieren Insektenlarven mit 1°-Zellen und téten sie durch die bakteriell
produzierten Toxine (Feind) effizient und schnell. Nachdem der Kadaver des Opfers durch die
Bakterien verstoffwechselt ist, wechseln 20-50 Prozent der 1°-Zellen zum 2°-Phanotyp. Wéhrend
die restlichen 1°-Zellen wieder von den Nematoden aufgenommen werden (Freund), interagieren
2°-Zellen symbiotisch mit Pflanzenwurzeln und verteidigen diese vor dem Befall durch phyto-
pathogene Pilze (Freund). Ob die 2°-Zellen wieder zu 1°-Zellen konvertieren konnen, ist bisher

unklar.

erlegen. Ist das Opfer ausgemacht, geht alles
blitzschnell: Die Nematoden bohren ein Loch
in die Haut des Insekts und schliipfen ins
Innere. Dort angekommen, wiirgen sie die
Bakterien hinaus und lassen sie ihre Arbeit
verrichten.

P. luminescens ist ein echter Killer, ausge-
stattet mit einem groBen Arsenal verschiede-
ner Toxine und Sekundarmetabolite, die das
Opfer innerhalb kurzer Zeit toten. In der Fol-
ge bilden die Bakterien das Enzym Luzifera-
se, sodass das tote Insekt luminesziert — der
sleuchtende Tod“ hat zugeschlagen.

Danach produzieren die Bakterien diverse
Exoenzyme, die den Kadaver des Opfers zu
einer nahrstoffreichen ,Suppe“ zersetzen,
die nun sowohl die Bakterien als auch die
Nematoden nutzen konnen. Die Bakterien
unterstiitzen zudem ihre Symbiosepartner in
Fortpflanzung und Entwicklung durch die
Produktion noch unbekannter Sekundiarme-
tabolite. Durch die Produktion von Antibio-
tika und Fungiziden verteidigt Photorhabdus
sein neues Habitat vor dem Befall durch
andere Bodenmikroorganismen. Sind die
Nahrstoffe aufgebraucht, nehmen die Nema-
toden die Bakterien wieder auf, verlassen das
aufgezehrte Insekt und bringen ihre Biowaffe
in ein neues Opfer (Abb. 1).

Freund oder Feind - bakterielle
phéanotypische Heterogenitat

Doch P. luminescens ist auBerhalb der Nema-
toden nicht allen Eukaryoten gegeniiber
feindlich gestimmt. So profitieren Pflanzen
von einer Interaktion mit den Bakterien [1].
Die Gram-negativen Enterobakterien kom-
men in zwei verschiedenen phanotypischen
Formen vor, den primdren (1°) und sekun-
dédren (2°) Zellen [2]. Genetisch sind beide
Zellformen identisch, unterscheiden sich
aber in verschiedenen phédnotypischen
Eigenschaften. Nur die 1°-Zellen produzieren
Antibiotika, Pigmente und sind biolumines-
zent. Einer der wichtigsten Unterschiede der
beiden Zellformen ist jedoch, dass aus-
schlieBlich 1°-Zellen mit den Nematoden
eine Verbindung eingehen konnen. Wahrend
des Infektionszyklus vollziehen einzelne
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1°-Zellen einen Phasenwechsel, sodass nach
etwa 28 Tagen fast die Halfte der Population
zum 2°-Phdnotyp gewechselt ist. Die 2°-Zel-
len verbleiben im Boden, wenn die neue
Generation der Nematoden den aufgezehrten
Insektenkadaver verlassen hat. Die 2°-Zellen
sind beweglicher als 1°-Zellen und werden
von Pflanzenwurzelexsudaten angelockt [3].
Sie gehen eine spezifische Interaktion mit
den Wurzeln ein und produzieren hier eine
noch unbekannte Substanz, die die Pflanzen
vor dem Befall phytopathogener Pilze schiitzt
[1]. Weiterhin bewirkt die Kolonisierung der
Bakterien eine Verzweigung des Wurzel-
wachstums, was fiir die Pflanze wachstums-
fordernd ist [1]. Da die 2°-Zellen ebenfalls
insektenpathogen sind, konnten sie die
Pflanzenwurzeln auch vor Fra durch Insek-
tenlarven schiitzen. Die Riickkehr vom 2°-
zum 1°-Phénotyp ist wahrscheinlich, aber
bisher noch nie beobachtet worden.

Bakterielle Kommunikation

Um zwischen Freund und Feind zu unter-
scheiden, miissen Bakterien kommunizieren.
Sie konnen sowohl mit ihren Artgenossen als
auch mit anderen Bakterienarten oder ihren
eukaryotischen Wirten {iber kleine Molekiile
Informationen austauschen. In Gram-negati-
ven Bakterien erfolgt diese Kommunikation
oft tiber LuxR-Rezeptoren [4]. P. luminescens
besitzt 40 verschiedene solcher LuxR-Rezep-
toren, mehr als jede andere bisher entdeckte
Bakterienart [5]. Untereinander kommuni-
zieren P. luminescens-1°-Zellen mit o-Pyro-
nen, auch Photopyrone (PPY) genannt, die
von der Photopyronsynthase PpyS syntheti-
siert werden. Der LuxR-Rezeptor PIuR sen-
siert diese und steuert somit die Verklum-
pung der Zellen und damit die Virulenz
(Abb. 2, [6]). Wie 2°-Zellen untereinander
kommunizieren, ist unklar. Die nahverwand-
te Art P. asymbiotica, die beim Menschen
Hautinfektionen verursacht, nutzt keine PPY
zur Kommunikation, sondern Dialkyresorzi-
nole (DAR) [7]. Die Anderung der Kommuni-
kationsweise von PPY zu DAR wird als ent-
scheidender evolutiver Schritt von Insekten-
zu Humanpathogenitdt gesehen.

Insgesamt 35 der LuxR-Rezeptoren in
P. luminescens besitzen eine PAS4-Signalbin-
dedoméine, die sie wahrscheinlich fiir die
Kommunikation mit eukaryotischen Wirten
nutzen [5]. Erste Ergebnisse zeigen, dass die
Bakterien iber einen dieser PAS4-LuxR-
Rezeptoren Signalmolekiile aus Wachsmot-
tenlarven wahrnehmen (unveroffentlichte
Daten). Andere der PAS4-LuxR-Solos konn-
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A Abb. 2: Bakterielle Kommunikation. Uber eine Vielfalt von LuxR-Rezeptoren mit unterschied-
lichen Signalbindedomanen (PIuR, PAS4, AHL) kénnen Photorhabdus luminescens-Zellen sowohl
untereinander als auch mit ihren eukaryotischen Wirten kommunizieren. Dabei wird der LuxR-
Rezeptor PIuR fiir die Kommunikation der Bakterien untereinander genutzt, wéhrend die PAS4-
LuxR-Rezeptoren wahrscheinlich beim inter-kingdom signaling mit den eukaryotischen Wirten
(Insekten und Nematoden) eine Rolle spielen. Dem AHL-LuxR-Rezeptor SdiA wird eine Funktion bei
der Kommunikation mit den Pflanzen zugeschrieben. Die chemische Natur des zugehdrigen Signal-
molekiils ist ausschlieBlich fiir PluR bekannt. QS: Quorum sensing; IKS: inter-kingdom signaling.

ten sie auch fiir die Erkennung der Nemato-
den nutzen (Abb. 2). P. luminescens besitzt
auBerdem einen LuxR-Solo, der eine Acyl-
Homoserinlakton(AHL)-Bindedoméne besitzt
und homolog zu SdiA ist [5]. Da einige pflan-
zenpathogene Bakterien iiber SdiA pflanzli-
che Signalmolekiile und keine AHL wahrneh-
men, konnte bei P. luminescens SdiA eben-
falls fiir die Kommunikation zwischen Pflan-
ze und 2°-Zellen wichtig sein (Abb. 2). Ins-
gesamt deutet die hohe Anzahl der LuxR-
Rezeptoren in P. luminescens darauf hin, dass
die Bakterien echte Kommunikationstalente
sind und viele ,Sprachen® nutzen, um Freund
und Feind zu unterscheiden.

Regulation von Freundschaft und
Feindschaft

Die Entscheidung flir das phenotypic swit-
ching von 1° zu 2° muss gut in der Popula-
tion abgestimmt sein. Einer der Hauptregu-
latoren des switching ist der LysR-dhnliche
Regulator HexA (Abb. 3), ein Repressor fiir
1°-spezifische Gene [8]. So ist die Konzen-
tration von HexA in 2°-Zellen im Vergleich zu
1°-Zellen erhoht. HexA reguliert die Expres-
sion einiger Zielgene direkt und anderer indi-
rekt iiber kleine regulatorische RNAs [8]. Die
Expression von hexA selbst unterliegt der
Kontrolle des RNA-Chaperons Hfq, sodass die
Steuerung der HexA-Kopienzahl posttran-
skriptional reguliert wird [9]. Die zeitliche
Koordination des switching-Prozesses wird
iiber das Sensorkinase/Antwortregulatorsys-
tem AstS/AstR reguliert (Abb. 3, [3]). Wel-

chen Reiz die Sensorkinase wahrnimmt, um
den Antwortregulator AstR zu phosphorylie-
ren, ist unklar. Da das universelle Stresspro-
tein UspA unter Kontrolle von AstS/AstR
steht, wird vermutet, dass globaler Stress
zum Einleiten des switching fiihrt [3].

Die Pigmentierung in 1°-Zellen wird durch
Anthraquinone (AQ) hervorgerufen, welche
die Kolonien der Bakterien sowie auch die
toten Insektenlarven rot erscheinen lassen
[10]. Der AQ-Biosyntheseweg wird vom
antABCDEFGHI-Operon codiert, dessen
Expression unter Kontrolle des Regulators
Ant] steht (Abb. 3). Die Kopienzahl von Ant]J
ist in einzelnen 1° Zellen erhoht und damit
heterogen verteilt [11]. Weiterhin spielen bei
der Aktivierung des phenotypic switching
zwei Regulatoren der XRE-Familie eine
besondere Rolle — XreR1 und XreR2 (Abb. 3,
[12]). Die Kopienzahl von XreR1 ist in 1°-
die von XreR2 in 2°-Zellen erhoht. Das Regu-
latorpaar scheint durch positive Autoregula-
tion einen epigenetischen switch zu kKonstitu-
ieren, indem XreR1 die Expression von xreR2
reprimiert und XreR2 die Expression seines
eigenen Gens durch direkte Wechselwirkung
mit XreR1 steigert [12].

Wir sind erst am Anfang zu verstehen, wie
komplex die Regulation der phdnotypischen
Heterogenitit in P. luminescens ist. Es ist
unklar, welche Signale zum Auslosen des
switching fiihren und was letztendlich die
heterogene Aktivierung einzelner regulatori-
scher Gene bewirkt.
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Vielféltige Anwendung in der
Biotechnologie

P. luminescens ist nicht nur ein exzellenter
Modellorganismus, um bakterielle Kommu-
nikation, Pathogenitat oder phanotypische
Heterogenitat zu studieren. Die Bakterien
sind auch vielseitig biotechnologisch nutz-
bar. So werden die entomopathogenen Nema-
toden bereits als Bioinsektizide fiir die
Bekampfung von Schidlingen eingesetzt.
Weiterhin sind die Bakterien Reservoir fiir
eine Vielzahl neuer Naturstoffe, die als Wirk-
stoffe in Biotechnologie und Medizin zum
Einsatz kommen kénnten. 2°-Zellen konnten
zudem zukiinftig als Biostimulanzien zur
Ertragssteigerung in der Agrarbiotechnologie
dienen.

P. luminescens - Freund oder Feind? Eine
Frage, die ganz klar vom Blickwinkel des
Betrachters abhdngt. Aus Sicht der Insekten
sind die Bakterien sicherlich ein todbringen-
der Feind, aber aus Sicht der Nematoden und
der Pflanzen eher ein Freund. Und fiir uns
Menschen? Aufgrund ihrer vielseitigen bio-
technologischen Anwendungsmadglichkeiten
ist P. luminescens fiir uns sicherlich ein sehr
guter Freund.
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Photorhabdus lumi ens:

<« Abb. 3: Regulation phanotypischer Heterogenitét in Photorhabdus
luminescens. Das phenotypic switching von 1° zu 2° und die daraus

1° resultierenden Phanotypen (siehe Bildmitte) werden durch ein komplexes
Zusammenspiel unterschiedlicher Regulatoren kontrolliert. Dabei spielt
der Regulator HexA eine zentrale Rolle. Dieser ist in 2°-Zellen in hohen
Konzentrationen vorhanden und inaktiviert 1°-spezifische Gene, die wich-
tig fir Pigmentierung, Biolumineszenz, Zellverklumpung und die Nema-
toden-Interaktion sind. AuBerdem spielen zwei XRE-Regulatoren eine
wichtige Rolle beim Wechsel von 1° zu 2°. Wahrend XreR1 in 1°-Zellen in
hohen Konzentrationen vorhanden ist und 1°- spezifische Gene aktiviert,
wird dieser in 2°-Zellen durch direkte Wechselwirkung mit XreR2 repri-
miert. Dabei werden 2°-spezifische Gene in 2°-Zellen aktiviert, die fir die
Kolonisierung von Pflanzenwurzeln essenziell sind. Das Sensorkinase/
Antwortregulatorsystem AstS/AstR kontrolliert dabei das zeitliche Einlei-
ten des switching-Prozesses. Das globale Signal fiir den Phasenwechsel
von einzelnen Zellen in einer Population sowie die Signale fiir die einzel-
nen am Prozess beteiligten Regulatoren sind nicht bekannt.
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