
La sporulazione

Endospore ovoidali di clostridi
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Endospore
• Speciali strutture compartimentalizzate prodotte

all’interno di alcuni batteri

• Cellule differenziate

• Metabolicamente inattive, in uno stato di
criptobiosi o di vita latente (dormienti)

• Molto resistenti al calore e ad altri agenti dannosi,
quali disidratazione, radiazioni, antibiotici, acidi e
disinfettanti

• Possono restare quiescenti per periodi di tempo
molto lunghi
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Circa 20 generi di batteri hanno la capacità di
sporulare in determinate condizioni ambientali

Da un punto di vista filogenetico, la capacità di produrre endospore è +
strettamente legata a particolari gruppi microbici Gram-positivi.

Ciò nonostante, i batteri che formano spore hanno fisiologie tra loro diverse:

batteri anaerobi, aerobi, fototrofi e chemiolitotrofi.

Bacilli Gram+ aerobi ed anaerobi obbligati
(rispettivamente Bacillus e Clostridium) sono i
batteri sporigeni più studiati

Batteri sporigeni
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Le spore sono forme di resistenza che consentono al 
batterio di sopravvivere in un ambiente a lui 

sfavorevole

Spore di  Clostridium tetani
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Forma delle spore batteriche

• Allungate, ovali

• Superficie liscia o rugosa

• Con o  senza appendici
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Distribuzione intracellulare

a)Spora centrale
b)Spora subterminale
c)Spora terminale
d)Spora terminale con rigonfiamento 
dello sporangio

In base alla distribuzione intracellulare (all’interno
della cellula madre) si distinguono endospore
terminali, centrali e subterminali.
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Bacterial endospores

Longitudinal section showing a central to 
subterminal ellipsoidal endospore-forming cell 
of Bacillus aurantiacus

C. tetani B. brevis B. thurigiensis
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Le endospore appaiono al microscopio ottico 
come strutture fortemente rifrangenti
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Le spore sono impermeabili ai coloranti e possono essere
colorate solo con tecniche specifiche.

Tecnica di Schaeffer-Fulton
per la colorazione delle Endospore

La penetrazione del colorante principale nelle 
spore è facilitata bollendo il campione per 4-5 
minuti

Colorante principale: verde malachite
Secondo colorante (di contrasto): safranina

Dopo aver lavato con acqua: 
•le spore trattengono il colorante principale e rimangono colorate di 
verde

•le cellule vegetative invece non trattengono il colorante e rimangono 
incolori; vengono evidenziate aggiungendo il secondo colorante che le 
colora di rosso
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Mature spores stain green whether free or still inside the
vegetative sporangium. Vegetative cells and sporangia stain
red. The Schaeffer-Fulton stain technique was applied. The
primary stain, malachite green, is forced into the spores by
heating the prepared slide to boiling for 4-5 minutes. After
washing, the vegetative cells are counterstained with
safranine.

Spore di  Bacillus species colorate 
con la tecnica di Schaeffer-Fulton
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Bacillus subtilis - Endospore stain

Principle: Spores have a durable outer coating that is composed of the
protein keratin. This keratin coat resists staining so in order to stain a spore
the primary stain, malchite green, must be heated to drive the stain into the
spores. Vegatative cells are then decolorized with water and 0.5% safranin is
used to counterstain. Thus endospores are stained green, while vegetative
cells are stained red.
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Struttura di una spora batterica
• Membrana della cellula germinale: racchiude il

protoplasma (core)
• Corteccia: peptidoglicano con meno legami crociati
• Tuniche sporali: strutture composte da numerosi strati

proteici; impermeabili e responsabili della resistenza alle
sostanze chimiche

• Esosporio: strato lasso e sottile che circonda la spora
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Struttura di una spora batterica
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Electron micrograph of a bacterial endospore
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La spora : il core o protoplasto
Al centro si trova il core o protoplasto della spora

formato da strutture convenzionali quali
citoplasma, in quantità ridotta, una membrana
derivata da quella della cellula madre, nucleoide,
etc.

I citocromi sono ridotti o assenti, in quanto è operante un nuovo
sistema di trasporto degli elettroni.

La riserva di energia è rappresentata soprattutto dall’acido
fosfoglicerico.
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La spora: la corteccia 
• La membrana è circondata dalla corteccia, strato molto spesso,

costituito da peptidoglicano, che si differenzia da quello
presente nella cellula vegetativa, perché molti residui di acido N-
acetil-muramico sono sostituiti da lattami dell’acido muramico
(siti di attacco degli enzimi della germinazione) conferendogli
maggiore resistenza al lisozima e maggiore elasticità.
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La spora: le tuniche
• Esternamente alla corteccia si trova un’altra

membrana che ha polarità opposta a quella della membrana
citoplasmatica per la modalità con cui si forma durante la
sporulazione.

• Più esternamente sono presenti le tuniche,
costitute da diversi strati di natura proteica,
alcuni lamellari altri fibrillari. Alcune proteine delle
tuniche sono caratterizzate da un elevato
contenuto in cisteina ed hanno la possibilità di
formare diversi ponti disolfuro. Esse sono molto
simili alla cheratina e come questa molto resistenti
agli agenti chimici.
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La spora: l’esosporio

• In alcune specie batteriche si può
trovare un’altra struttura più esterna,
l’esosporio che ha una composizione
chimica complessa costituita da
proteine, polisaccaridi e lipidi.
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• Una sostanza chimica caratteristica delle endospore, assente
nelle cellule vegetative, è l’acido dipicolinico che si trova nel
citoplasma dove forma un complesso con gli ioni calcio anch’essi
presenti ad alte concentrazioni nel core della spora.

• Il complesso calcio-acido dipicolinico del core rappresenta il
10-15% del peso secco della spora.

Il complesso calcio-acido dipicolinico

A) Struttura DPA. B) Complesso Ca2+ - DPA 20



La resistenza delle spore 
batteriche

Il core di un’endospora matura è molto diverso
dalla cellula vegetativa da cui origina:

 oltre ad avere un’abbondante quantità di
dipicolinato di calcio,

 si trova in uno stato di parziale disidratazione che
aumenta la resistenza al calore dell’endospora,
conferisce resistenza ad alcune sostanze chimiche
come il perossido di idrogeno, e causa la parziale
inattività degli enzimi

 il pH del core citoplasmatico è più basso (5,5-6,0)
di quello della cellula vegetativa (7)
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Le SASP proteins
Le spore contengono una grande quantità di proteine core-

specifiche chiamate small acid-soluble spore proteins
(SASP).

Le SASP sono prodotte durante il processo di sporulazione ed hanno
almeno due funzioni:

 legano fortemente il DNA nel core proteggendolo dai
potenziali danni delle radiazioni ultraviolette,
dall’essiccazione e dal calore

 funzionano da fonte di aminoacidi, carbonio ed energia
per la formazione della nuova cellula vegetativa durante
il processo di germinazione.
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è attribuibile a numerosi fattori:

• stabilizzazione esercitata dal complesso calcio-
dipicolinato su componenti sporali come il DNA

• protezione esercitata dalle SASP sul DNA
• disidratazione del protoplasma
• inattività e maggiore stabilità delle proteine cellulari

alla denaturazione termica
• rivestimento sporale
• enzimi di riparazione del DNA

La termoresistenza
delle spore batteriche
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Il processo di sporulazione
• Coinvolge una complessa serie di eventi di differenziamento

cellulare che converte la cellula vegetativa in una struttura
incapace di crescere e resistente al calore.

• La sporulazione non avviene quando le cellule sono in fase
esponenziale, ma solo quando la crescita si blocca a causa
dell’esaurimento di sostanze nutritive essenziali.

• Le cellule di Bacillus subtilis cessano lo sviluppo vegetativo ed
iniziano a sporulare quando un nutriente chiave come il carbonio o
l’azoto diventa limitante.

• In questo microrganismo, modello di studio della sporulazione,
l’intero processo avviene in circa 8 ore.
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Stadi della sporulazione
• Lo stadio 0 è rappresentato dalla cellula vegetativa alla fine della crescita

esponenziale.

• Lo stadio I è caratterizzato da addensamento del Dna ed iniziale invaginazione
della membrana .

• Lo stadio II è suddiviso in due parti (A e B) ed è caratterizzato dalla formazione
di un setto asimmetrico derivato dall’invaginazione della membrana citoplasmatica,
che genera due compartimenti, uno minore destinato a diventare spora chiamato
prespora e l’altro maggiore noto come cellula madre; l’insieme è detto sporangio.

• Durante lo stadio III la membrana citoplasmatica della cellula madre si estende
ad avvolgere la prespora che viene ad essere circondata da due membrane (interna
ed esterna) con polarità inverse.

• Nello stadio IV si forma la corteccia , mediante deposizione di mureina tra le due
membrane.

• Nel corso dello stadio V mentre prosegue la formazione della corteccia, inizia la
formazione delle tuniche, esternamente alla seconda membrana ed internamente
all’eventuale esosporio.

• Nello stadio VI la spora raggiunge la completa maturazione

• Nel corso dello stadio VII la spora viene infine liberata dallo sporangio che si
disgrega ad opera di enzimi litici. 25



Stadi della sporulazione
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During endospore formation, a vegetative cell is converted to a heat-resistant spore.
There are eight stages, O-VII, in the sporulation cycle of a Bacillus species, and the
process takes about eight hours.
During the early stages (Stage II,) one bacterial chromosome and a few ribosomes are
partitioned off by the bacterial membrane to form a protoplast within the mother cell.
By the late stages (Stage VI) the protoplast (now called a forespore) has developed a
second membrane and several wall-like layers of material are deposited between the
two membranes.

Early and late stages of endospore formation
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Nelle prime fasi del 
processo di sporulazione è 
frequente la produzione da 

parte dello sporangio di 
piccoli peptidi ad attività 

antibatterica
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La sporulazione: aspetti genetici
• Numerosi cambiamenti geneticamente determinati controllano la

transizione da sviluppo vegetativo a sporulazione.

• Studi genetici su mutanti di Bacillus hanno mostrato che
nell’intero processo sono coinvolti oltre 200 geni, distribuiti su
tutta la mappa senza raggruppamenti significativi, che codificano
sia per proteine strutturali che regolatrici e che controllano una
cascata di geni molto complessa
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La sporulazione inizia quando si verificano due condizioni

carenza di nutrienti
alta densità cellulare

Il monitoraggio della densità cellulare
si realizza con un 

MECCANISMO “QUORUM SENSING”

La sporulazione: aspetti genetici
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MECCANISMO “QUORUM SENSING”

secrezione e riconoscimento di
EDF-1 (fattore di differenziamento 
extracellulare). Si lega al batterio e 
segnala ad esso di iniziare il processo 
di sporulazione. La sporulazione parte 
quindi all’inizio della fase stazionaria di 
crescita

< [GTP] (fattore di differenziamento 
intracellulare). La ridotta concentrazione 
di GTP rappresenta il segnale 
biochimico intracellulare che dà l’avvio 
alla sporulazione 

La sporulazione: aspetti genetici

Inibitori specifici della sintesi di GTP inducono la 
sporulazione. (es. inibitori della IMPDH)
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I geni della sporulazione

• La sporulazione richiede che cessi la sintesi di proteine
coinvolte nelle funzioni vegetative della cellula e che vengano
prodotte proteine specifiche per la spora.

• Questo processo è compiuto grazie all’attivazione di una varietà
di geni spora-specifici (spo, ssp, etc.) in risposta a stimoli
ambientali che favoriscono la sporulazione.
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Attivazione della sporulazione
• Nelle fasi iniziali della sporulazione sono coinvolti i prodotti dei

geni spo0.

• Un ruolo chiave è svolto dalla proteina Spo0A, che agisce sia da
attivatore che da repressore della trascrizione, legandosi a
specifiche sequenze del DNA (0A box) presenti a monte dei geni
da essa regolati.

• Questa proteina è presente nelle cellule vegetative ma all’inizio
del processo di sporulazione viene fosforilata fungendo da
attivatore della trascrizione di alcuni geni indispensabili per la
sporulazione e da repressore della trascrizione di altri geni che
devono essere inibiti affinché il processo possa procedere.

< [GTP] è il segnale biochimico  
intracellulare che da l’avvio alla 
sporulazione; inoltre, porta alla sintesi  del 
fattore sH e alla fosforilazione della 
proteina SpoOA, che dereprime i geni 
d’inizio della sporulazione 33



Spo0A ed il fenomeno di 
fosforelay

Spo0A viene fosforilata mediante il passaggio di gruppi fosforici dalle
chinasi (KinA e KinB) al prodotto del gene spo0F, da questo al
prodotto del gene spo0B ed infine da quest’ultimo a Spo0A
(fosforelay).

Il trasferimento di gruppi fosfato tra diverse proteine svolge un ruolo
importante nella regolazione delle prime fasi della sporulazione, con
possibilità di intervento a vari livelli:

• Spo0E sembra interferire con l’ultimo passaggio del fosforelay
(bloccando la sporulazione)

• mentre i prodotti dell’operone spo0K (oligopeptidi permeasi)
potrebbero agire all’inizio del percorso segnalando alla cellula la
presenza o meno di peptidi nell’ambiente (favorendo la
sporulazione). 34



I fattori sigma della sporulazione
• Un altro importante fattore degli stadi iniziali della

sporulazione è il prodotto del gene spo0H, un fattore
sigma responsabile del riconoscimento di promotori
specifici da parte della RNA polimerasi.

• Durante le fasi iniziali della sporulazione la quantità della
proteina Spo0H (sigma H) aumenta e permette la
trascrizione di alcuni geni come spoIIA, i cui prodotti sono
indispensabili per lo svolgimento degli stadi successivi.

sH
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sH e SpoOA attivano la trascrizione de fattori sF e sE  

Formazione della PRESPORA e della CELLULA MADRE
Sintesi di SpoIIID (proteina binding del DNA)
Localizzazione di sE nella cellula madre
Localizzazione di sF nella prespora

I fattori sigma della sporulazione
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I fattori sigma E e sigma K
(cellula madre)

• Alcuni fattori sigma sono attivi in modo specifico nella prespora,
altri nella cellula madre, determinando così l’espressione
differenziale di numerosi geni.

• Alcuni geni vengono espressi solo nella prespora altri solo nella
cellula madre; però i due compartimenti devono in qualche modo
comunicare affinché l’espressione genica sia coordinata.

• Tra i fattori sigma della cellula madre del B. subtilis vanno
ricordati sigma E e sigma K

• I fattori sigma E e sigma K vengono sintetizzati come proteine-
precursori (pro-s) che richiedono maturazione per divenire attivi.
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sF nella prespora attiva la trascrizione di sG e  dei 
fattori di attivazione di sE nella cellula madre

La prespora è inglobata da una doppia membrana citoplasmatica
Sintesi delle SAPS e acido dipicolinico nella prespora
La prespora sintetizza i componenti della PARETE SPORALE 

(peptidoglicano modificato) 
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Il fattore sE nella cellula madre attiva la trascrizione di 
sK e  dei fattori di attivazione di sG nella prespora

Sintesi di GerE (proteina binding del DNA) 
La cellula madre completa la sintesi dei componenti della 

cortex e sintetizza i componenti dei COATS

Lo scambio di segnali 
bidirezionali (criss-cross) 
cellula madre -prespora 
e viceversa assicura che 
la sequenza degli eventi 
venga rispettata 



CELLULA VEGETATIVA
I geni della cellula vegetativa
sono letti da molecole di RNA 
polimerasi che contengono
fattori sA di riconoscimento. 
La subunità s riconosce il promotore
e legge il DNA in punti specifici

sA

sK

sE

sF

sG

sH

SPORULAZIONE
La RNA polimerasi diventa incapace di
riconoscerei fattori sigma della cellula
vegetativa.
Vengono sintetizzati nuovi fattori sigma,
ciascuno specifico per il gruppo di geni
della sporulazione

RNA-polimerasi batterica

Tale processo porta quindi ad una modificazione della RNA 
polimerasi che rende capace l’enzima di riconoscere solo i 

promotori dei geni sporali
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La germinazione

Una endospora può rimanere inattiva per molti anni ma può essere riconvertita a cellula 
vegetativa piuttosto rapidamente attraverso la germinazione. 

In questo processo  si distinguono 3 fasi: 
 attivazione
 germinazione  o inizio ( stadio I e II)
 esocrescita.
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• L’attivazione prepara le spore per la germinazione; spesso è
innescata da trattamenti come il riscaldamento dell’endospra ad
una temperatura subletale (15 minuti a 70°C).

• Le spore attivate sono quindi indotte a germinare appena poste in
presenza di nutrienti specifici (zuccheri, aa, lisozima).

Lo stadio di attivazione
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Lo stadio di  germinazione

La germinazione, normalmente un processo che si completa in
diversi minuti (90 minuti), implica:

• la perdita della rifrangenza microscopica della spora,
• l’aumento della capacità di essere colorata
• la perdita della resistenza al calore e alle sostanze chimiche.

Questa fase è essenzialmente catabolica, di demolizione di diverse
componenti della spora: si osserva perdita del dipicolinato di
calcio e dei componenti della corteccia
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Lo stadio di esocrescita
L’ultimo stadio, l’esocrescita, comporta:
• un visibile rigonfiamento dovuto all’assorbimento di

acqua,
• inizio del metabolismo respiratorio
• degradazione delle SASP
• e una notevole attività biosintetica con produzione di

nuovo RNA, proteine e DNA.
La cellula emerge dal rivestimento sporale iniziando infine la

divisione cellulare.
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Property Vegetative cells Endospores

Surface coats
Typical Gram-positive 
murein cell wall polymer; 
crystalline S-layer

Thick spore coat, cortex, 
and unique peptidoglycan 
core wall; no S-layer

Microscopic appearance Nonrefractile Refractile

Calcium dipicolinic acid Absent Present in core

Cytoplasmic water activity High Very low

Enzymatic activity Present Absent

Macromolecular synthesis Present Absent

Heat resistance Low High

Resistance to chemicals 
and acids

Low High

Radiation resistance Low High

Sensitivity to lysozyme
Some sensitive; some 
resistant

Resistant

Sensitivity to dyes and 
staining

Sensitive Resistant

Table 3. Differences between endospores and vegetative cells that form them.

Differences between endospores and 
vegetative cells that form them
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