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Aus dem Hygiene-Institut und dem Institut fiir Meereskunde der Universitit Kiel

Elektronenoptische Untersuchungen iiber sternbildende
Bakterien aus der Ostsee

Von Georc MoLrL, RENATE AHRENS und GERHARD RHEINHEIMER

Zusammenfassung: Die Sternbildung von drei Agrobacterium-Arten aus der Ostsee wurde anhand
von bedampften und unbedampften Préparaten und von Ultradiinnschnitten elektronenoptisch
untersucht.

Bei allen drei Arten wurde eine Haftsubstanz nachgewiesen, an der sich die Zellen mit ihren Polen
festheften. Sie wird von den Zellpolen abgeschieden.

Die Sternzellen waren stets von einer deutlichen Zellwand begrenzt. Anhaltspunkte fiir eine Zell-
oder Kernverschmelzung im Sternzentrum konnten nicht gefunden werden. Es bestand keine eindeu-
tige Tendenz zur Verlagerung der DNS in den zentralen Pol.

Agrobacterium luteum besitzt polare Fimbrien, die offenbar fiir die Entstehung der Sterne wichtig sind.

Im Zentrum der Rosetten befinden sich runde Granula von einheitlichem Aufbau. Sie werden in
bedampften Prdparaten ganzer Zellen und in Ultradiinnschnitten abgebildet. Thre Bedeutung wird
diskutiert.

Electron microscopic investigations on star forming bacteria from the Baltic Sea. (Summary):
The star formation of three species of Agrobacterium from the Baltic Sea was examined by electron
microscopy of shadowed and unshadowed preparations.

In all three species a holdfast material was found to exist, to which the cells are attached by means
of their poles. This holdfast material is a secretion of the cell poles.

The individual cells of the stars were in all cases limited by a distinct cell wall. There was no
indication of a fusion of the cells or the nuclei in the centre of the stars. Nor was any definite tendency
found for the DNA to gather at the central pole.

Agrobacterium luteum has polar fimbriae, which appear to be important for the formation of the stars.

In the centre of the rosettes round granules of equal structure are to be found. They are demon-
strated in shadowed preparations of whole cells and in ultrathin sections. Their importance is discussed.

Die vorliegenden Untersuchungen erfolgten an einigen sternbildenden Bakterien aus
der Ostsee, die in einer fritheren Vertflentlichung (AHRENs und RHEINHEIMER, 1967)
beschrieben wurden. Es handelt sich um Angehérige der Gattung Agrobacterium (Rhi-
zobiaceae). Vertreter dieser Gattung sind hiufig fir die Untersuchung des Phinomens
der Sternbildung herangezogen worden. Starp und Mitarbeiter haben fir Agrobacterium
tumefaciens einen Zyklus der Sternvorginge zusammengestellt, der als Sexualzyklus ge-
deutet wird und folgenden Ablauf hat:

Gut bewegliche Schwirmzellen lagern sich in geeigneten Medien zu Sternen zusam-
men, indem sie sich nacheinander mit den Polen an einer Glasfliche oder an der diinnen
Oberflichenhaut festheften. Die Kerne der Sternzellen liegen im zentralen Pol. Die
Kernsubstanz verschmilzt zu einem abgerundeten Kern. Der Verschmelzungskern hat
bei den sogenannten Raupenformen eine langgestreckte Gestalt. Nach der Verschmel-
zung wird die Kernsubstanz wieder aufgeteilt; die Zellen 16sen sich voneinander. Die
ehemaligen Sternzellen machen eine Kernvermehrung durch, wobei sie gleichzeitig in
die Linge und Dicke wachsen. Schliefllich zerfallen die Langzellen in Kurzstibchen,
wie sie zu Beginn des Zyklus vorlagen (s. STapp, 1942; StapPP und KNOsEL, 1954).
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Der Sternzyklus von Agrobacterium radiobacter und Agrobacterium stellulalum stimmt im
wesentlichen mit dem fiir Agrobacterium tumefaciens beschriebenen iiberein (Stapp und
KNoseL, 1954).

Es lag nahe zu priifen, ob die Sternbildner aus der Ostsee einen entsprechenden Sexual-
zyklus aufweisen. Wegen der Kleinheit des Objektes kénnen Kernvorginge und Zell-
verschmelzungen im Lichtmikroskop nicht eindeutig festgestellt werden. Auch elektro-
nenoptische Untersuchungen ganzer Zellen vermogen keinen hinreichenden Aufschluf3
tber etwaige Austauschvorgidnge der Kernsubstanz zu geben. Daher sollte versucht
werden, die Vorginge im Sternzentrum mit Hilfe von Ultradiinnschnitten zu unter-
suchen.

Methoden
Anzucht der Bakterien

Es wurden folgende 3 Bakterienstimme untersucht:

Agrobacterium stellulatum, Stamm A 5, Agrobacterium ferrugineum, Stamm A 7, und Agro-
bacterium lutewm, Stamm A 61. Alle stammen aus Ostseewasser (AHRENS und RHEIN-
HEIMER, 1967).

Die Anzucht der Bakterien erfolgte auf ZoBell-Agar 2216 E oder auf dem gleichen
Medium ohne Agarzusatz. Das fliissige Medium fand auch in verdiinnter Form Ver-
wendung. Es wurde dann ein Gemisch aus 3 Teilen gealtertem Seewasser und einem
Teil dest. Wasser (,,Seewassergemisch’’) zugesetzt. Die Anzucht auf festem ZoBell-
Medium gelang am besten in Babyflaschen, die mit 40 m]l Agar schrig gelegt wurden.
Als Impfmaterial diente ein Réhrchen einer jungen fliissigen Kultur. Nach etwa 3 tigiger
Bebriitung bei Zimmertemperatur war ein Wachstumsfilm sichtbar, Die Zellen wurden
mit Seewassergemisch abgespiilt, abzentrifugiert, einmal mit Seewassergemisch ge-
waschen und erneut in Seewassergemisch resuspendiert. Die weitere Behandlung wird
unten beschrieben.

Fiur die flissige Anzucht erwiesen sich 300 ml-Erlenmeyerkolben als zweckmiBig. Sie
enthielten je 150 ml Nihrlosung. Bebriitung erfolgte bei Zimmertemperatur. Die Kul-
turen wurden tdglich im Lichtmikroskop durchgemustert. Sobald die Sternbildung
einsetzte, wurden sie weiter verarbeitet (3—5 Tage). Mit Hilfe eines Magnetrithrers
konnten bereits in einem Tag geeignete Kulturen erhalten werden.

Elektronenoptische Pridparation
Vorfixation:

Zu je 10 ml Zellsuspension bzw. fliissiger Kultur wurde 1 ml der folgenden Fixations-
lésung gegeben:

Legende zu den nebenstehenden Abbildungen (Tafel 1)
Abb. 1: Agrobacterium stellulatum A 5.

Flissiges ZoBell-Medium, 2 Tage. Zellen fixiert und mit Pt/C schrig bedampft.
GeiB3eln an einer Rosettengruppe. 8000 X.

Abb. 2: Agrobacterium stellulatum A 5.

ZoBell Schrigagar, 2 Tage.
Mehrfach verzweigte Zelle im Ultradiinnschnitt. Die hellen Zonen stellen DNS dar. 11350 Xx.

Abb. 3: Agrobacterium stellulatum A 5.

Flissiges ZoBell-Medium, 6 Tage. 15° C. Zellen fixiert und mit Pt/C schridg bedampft.
Blasenzelle, wahrscheinlich einer Rosette angehérend. 6650 X .

Abb. 6: Agrobacterium stellulatum A 5.

ZoBell-Schriagagar, 2 Tage. Ultradiinnschnitt.
Abscheidung der Haftsubstanz an den Zellpolen. 22000 X.
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Abb. 6

Tafel 1 (2u G. Moll, R. Ahrens u. G. Rheinheimer)
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Tafel 2 (zu G. Moll, R. Ahrens u. G. Rheinheimer)



Fixationslésung nach GiesBrecHT (1962), abgewandelt:

1,59, OsO, und 1,65%, K,Cr,O, in Seewassergemisch (s. 0.) l6sen. pH 7,2 mit 2,5 n
KOH einstellen. Vor Gebrauch 2,59, Saccharose hinzufiigen.

Die Dauer der Vorfixation betrug 30 Min.

Hauptfixation:

Die Zellen wurden abzentrifugiert und in Fixationslésung (s. 0.) aufgenommen und
2 Stunden bei Zimmertemperatur fixiert.

Agareinbettung und Entwésserung:

Nach der Hauptfixation wurden die Zellen abzentrifugiert und mit Seewassergemisch
gewaschen. Die gewaschenen Zellen wurden mit warmem 2,59%,igem Difco-Agar verriihrt.
Nach dem Erkalten wurde der Agar in kleine Wiirfelchen von ca. 1 mm Kantenldnge
geschnitten (KeLLENBERGER und RyTeR, 1955). Die Agarwiirfelchen wurden in eine
Losung von 1%, Uranylacetat und 2,59, Saccharose in Seewassergemisch gegeben und
dort 2 Stunden im Dunkeln belassen. AnschlieBend wurde in aufsteigender Alkoholreihe
entwissert, wobei die Agarwiirfel nacheinander je 15 Min in 30%,, 509%,, 70%, 909,
Alkohol und 2 mal je 15 Min. in absoluten Alkohol gebracht wurden und schlieBlich
2 mal je 15 Min. in Propylenoxyd.

Einbettung:

Nach dem Entwissern wurden die Agarblocke stufenweise in Durcupan ACM-Ge-
misch (Fluka) mit abnehmenden Mengen von Propylenoxyd getrankt. SchlieBlich wurde
in reinem Durcupan ACM-Gemisch mit Hilfe von Gelantinekapseln eingebettet.

Das Einpolymerisieren dauerte bei 60° C 48 Stunden.

Schneiden, Nachkontrastierung:

Die Praparate wurden mit einem LKB-Ultratome IIT ultradiinngeschnitten und mit
Bleicitrat nachkontrastiert (REynoLDs, 1963).

Elektronenmikroskop:

Als Mikroskop stand das ,,Elmiskop I von Siemens zur Verfligung. Die elektronen-
optischen Aufnahmen wurden bei 8000facher und 20000facher VergréBerung ange-
fertigt.

Nach dieser Behandlung war die Kernsubstanz (DNS) in den Zellen als helle Zone
mit dunkleren Fibrillenstrukturen deutlich zu erkennen.

Tupfpriaparate ganzer Zellen:

Nach der Vorfixation (s.0.) wurden die Zellen abzentrifugiert und in Seewasser-
gemisch resuspendiert. Mit einer Ose wurde das Material auf vorbereitete Netzfolien
aufgetupft. Die Schrigbedampfung der Priparate erfolgte mit Pt/C.

Legende zu den nebenstehenden Abbildungen (Tafel 2)
Abb. 4: Agrobacterium stellulatum A 5.

ZoBell-Schragagar, 2 Tage. Ultradiinnschnitt.
Sternzellen um eine zarte Haftsubstanz angeordnet. Die DNS (helle Zonen) ist in mehreren
Portionen iiber die Zellen verteilt. 21000 X.

Abb. 5: Agrobacterium stellulatum A 5.

ZoBell-Schrigagar, 2 Tage. Ultradiinnschnitt.
Abscheidung der Haftsubstanz an den Zellpolen. 92500 X.
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Ergebnisse

Ziel der elektronenoptischen Untersuchungen war es, festzustellen, ob bei einem der
Stamme A 5, A7 oder A 61 Kernvorgidnge nachgewiesen werden kénnen, wie sie von
Starp und KNOSeL fir Agrobacterium tumefaciens, Agrobacterium stellulatum und Agrobacte-
rium radiobacter beschrieben wurden. Insbesondere sollte gepriift werden, ob sich die
DNS im zentralen Pol der Sternzellen sammelt, ob eine Zellverschmelzung oder ein
anderer Sexualvorgang festzustellen ist.

In Ultradiinnschnitten der 3 untersuchten Stimme, die den zentralen Bereich von
Rosetten trafen, war die DNS wie in allen iibrigen Zellen deutlich zu erkennen. Es
bestand keine eindeutige Tendenz zu einer Sammlung der DNS im zentralen Pol der
Sternzellen (Abb. 4, 10, 11, 17, 18).

Bedampfte Priaparate ganzer Zellen erweckten gelegentlich den Eindruck von Zell-
verschmelzungen. In unbedampften Prdparaten oder in Ultradiinnschnitten waren stets
die Zellgrenzen deutlich sichtbar.

Entsprechend gab es auch keine Anhalte fiir eine Verschmelzung der Zellkerne und
eine anschliefende Aufgliederung eines Verschmelzungskernes in Einzelkerne. Haufig
wurde im Zentrum von Sternbildungen eine Substanz gefunden, die als Haftsubstanz
gedeutet wird und verschiedene Strukturierungen aufweisen kann.

Bei Stamm A 7 wurden feine Verbindungen zwischen den Zellen gefunden. Es kénnte
sich dabei um Schleimstringe handeln, vielleicht aber auch um Konjugationsbriicken.

Der Stamm A 61 zeigte eine Besonderheit, die bei Agrobacterium-Arten bisher nicht
beschrieben wurde. Im Zentrum von Rosetten befanden sich hdufig Gruppen kugeliger
Gebilde von sehr einheitlicher Struktur, die moglicherweise das Produkt eines Sexual-
aktes darstellen.

Im folgenden werden die elektronenoptischen Befunde fiir die einzelnen Stimme be-
schrieben.

Agrobacterium stellulatum, Stamm A 5

Die elliptischen bis stibchenférmigen Zellen sind gerade oder leicht gekrtimmt. Die
Vermessung von elektronenoptischen Aufnahmen ergibt eine Gréfie von 0,4—0,7 X
1—3,5 p, meist 0,6 X 1,8 p. Die Teilung kann durch Querwandbildung oder durch
Einschniirung erfolgen.

Legende zu den nebenstehenden Abbildungen (Tafel 3)
Abb. 7: Agrobacterium ferrugineum A 7.

ZoBell-Schrigagar, 3 Tage.
Semidiinnschnitt durch eine Rosette. 9350 X.
Abb. 8: Agrobacterium ferrugineum A 7.
ZoBell-Schrigagar, 3 Tage. Zellen fixiert und mit Pt/C schrig bedampft.
Ubersicht iiber zwei Rosettengruppen. Die zentral verjingten Zellen sind Vorstufen der
Teilung durch Einschniirung. Bei der Teilung einer Sternzelle ist eine winklige Anordnung
entstanden. 2450 X.
Abb. 9: Agrobacterium ferrugineum A 7.
ZoBell-Schrigagar, 3 Tage. Zellen fixiert und mit Pt/C schrig bedampft.
Sternzentrum mit Haftsubstanz. Eine Sternzelle hat die Teilung fast abgeschlossen. Die
Protoplasten sind bereits getrennt; die Zellwand ist noch nicht durchgeschniirt. 12700 x.
Abb. 10: Agrobacterium ferrugineum A 7.
ZoBell-Schrigagar, 3 Tage.
Ultradiinnschnitt durch ein Sternzentrum. Die Haftsubstanz erscheint grobkoérnig bis
amorph. — Eine Zelle hat sich durch Einschniirung geteilt. Die Tochterzellen sind winklig
angeordnet und einseitig verjiingt. — Eine Verlagerung der DNS (helle Zonen) zum
Sternzentrum kann hier nicht festgestellt werden. 9100 X.
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Tafel 3 (zu G. Moll, R. Ahrens u. G. Rheinheimer)



Abb. 12

Tafel 4 (zu G. Moll, R. Ahrens u. G. Rheinheimer)



Einzelzellen und Sternzellen kénnen ein Biischel von 1—8 Geilleln tragen (Abb. 1).
Einzelne Geifleln sind beliebig angeordnet; Geilelbiischel sitzen h#ufig am Pol. Bei
Sternzellen kann auch der zentrale Pol die Geifleln tragen (Abb. 1). Die Wellenldnge
betrug 2,1—3,3 @, meist 2,8 .

Neben ,,normalen‘‘ Stibchen kommen Zellen mit einer oder mehreren Verzweigungen
vor (Abb. 2), ferner Kugelzellen von 1-——3 p. @ (Abb. 3). Sie entstehen einzeln oder
seitlich am Ende von Stidbchen. Die Faktoren, die zur Ausbildung solcher Kugelzellen
fihren, sind noch unbekannt. Méglicherweise handelt es sich um eine Degeneration der
Zellen.

Bei Sternanordnungen sind die Zellen durch ein zartes Netz einer Substanz locker
verbunden (Abb. 4), oder sie stoBen mit den Polen aneinander. Die verbindende Substanz
wird von einem breiten Bereich der Zellpole in feinen parallelen Strangen abgeschieden.
Offenbar handelt es sich um eine Haftsubstanz, wie sie fiur Hyphomicrobium (CoNTI
und Hirsch, 1965) und Caulobacter (STOVE POINDEXTER, 1964 ; STOVE POINDEXTER und
CoHEN-BazIrRE, 1964) beschrieben und abgebildet wurde.

Die Abb. 5 und 6 zeigen Zellpole, an denen die Haftsubstanz abgeschieden wird.
Auftillig ist, daB3 an diesen Stellen die Zellwand besonders scharf konturiert ist.

In dichten Sternanordnungen ist hdufig eine kompakte Haftsubstanz zu sehen, die
granuliert erscheint. Entsprechend kann auch bei Caulobacteraceae die Haftsubstanz
homogen oder granuliert aussehen (STove POINDEXTER und COHEN-BAZIRE).

Gesetzmafligkeiten fir die Anordnung der Kernsubstanz (DNS) konnten nicht ge-
funden werden. Meist ist sie bei Schnittansicht in kleinen Portionen iiber die gesamte
Zelle verteilt (Abb. 2, 4, 6). Einige Zellen tragen auch einen zusammenhingenden
Kernbereich in der Zellmitte.

Agrobacterium ferruginewm, Stamm A 7

Die Préparate des Stammes A 7 wurden alle von Agarkulturen hergestellt. Unter
diesen Bedingungen werden besonders lange Zellen ausgebildet, welche meist schlanker
sind als die Kurzstdbchen. Aus den elektronenoptischen Aufnahmen ergaben sich Zell-
groflen von 0,3—0,55 p. X 1—7 p.

GeiBleln wurden bei dieser Behandlung nicht gefunden. Dagegen liefen sich mit
GeiBlelfarbungen vereinzelte Geifleln nachweisen (AHRENS und RHEINHEIMER, 1967). Die
Teilung erfolgt durch Querwandbildung oder durch Einschntirung (Abb. 8, 9, 10) oder
durch eine Kombination von beiden Vorgidngen (Abb. 12). In Abb. 9 sind die Zellen
bis auf die Zellwand schon véllig getrennt. Moglicherweise kommen so die Hantel-
formen und unsichtbaren Verbindungen zustande, die frither fir die Stimme A 5 und
A 7 beschrieben wurden (AHRENS und RHEINHEIMER, 1967). Durch die Teilung ent-
stehen hiufig winkelige Anordnungen, die an die Schnappteilung der Corynebacterium-
Arten erinnern (Abb. 8, 10, 12).

Legende zu den nebenstehenden Abbildungen (Tafel 4)
Abb. 11: Agrobacterium ferrugineum A 7.
ZoBell-Schréigagar, 3 Tage.
Ultradiinnschnitt durch eine kompakte Rosettengruppe. Die einzelnen Zellen sind deutlich
mit einer Zellwand gegeneinander abgegrenzt. Die DNS ist in unregelmiafBigen Portionen
iiber die Zellen verteilt. 17100 X.

Abb. 12: Agrobacterium ferrugineum A 7.

ZoBell-Schrigagar, 3 Tage. Zellen fixiert und mit Pt/C schridg bedampft.
Die feinen Verbindungsstrdnge im Sternzentrum stellen moglicherweise Konjugations-
briicken dar. 13400 X.

141



Gelegentlich wurden am peripheren Pol von Sternzellen keine Knospen gefunden,
die durch asymmetrische Teilung entstanden sein kénnen.

Verzweigungen und die bei A 5 beschriebenen Kugelzellen wurden auch bei A 7
nachgewiesen. Im Ultradiinnschnitt erweisen sich solche Kugelzellen als sehr DNS-
haltig; in einem Fall war eine Hilfte von einer Vakuole ausgefiillt; in einem anderen
Fall hafteten an einer Kugelzelle mehrere Stibchenzellen.

Entsprechend wie bei A 5 waren die Rosetten locker oder dicht gefiigt. In bedampften
Priaparaten ganzer Zellen konnten Zellverschmelzungen vorgetduscht werden. In un-
bedampften Priparaten oder in Schnitten waren die Zellgrenzen stets deutlich sichtbar
(Abb. 11).

Die Haftsubstanz erschien amorph (Abb. 9, 10) bis granulir.

Die Kernsubstanz war in mehr oder weniger grofien Zonen tiber die Zelle verteilt.
Eine eindeutige Konzentrierung im Sternzentrum konnte nicht beobachtet werden
(Abb. 10, 11).

Feine Verbindungsstringe zwischen den Zellen einer lockeren Sterngruppe kénnten
als Konjugationsbriicken gedeutet werden (Abb. 12), (WoLLMANN, JacoB und HAvEs,
1956). Moglicherweise handelt es sich aber auch nur um Schleimstringe.

Agrobacterium luteum, Stamm A 61

Die Zellen sind eiférmige bis langgestreckte Stdbchen von 0,3—0,6 p. X 0,6—1,5 p.

Die Teilung erfolgt durch Querwandbildung (Abb. 18) oder durch Einschniirung,
meist durch eine Kombination beider Vorginge. Durch die Einschniirung entstehen
zugespitzte Zellpole (Abb. 14, 16).

Die Zellen besitzen 1—4 zarte GeiBleln, die meist polar angeordnet sind (Abb. 14, 16).
An den Polen sitzt auch hiufig ein Bindel feiner Fimbrien (Abb. 13, 14), wie sie fur
einen sternbildenden Pseudomonas-Stamm beschrieben und abgebildet wurden (Marx
und Heumann, 1962; HeumanN und Marx, 1964). Die Abb. 13 konnte ein frithes
Sternstadium sein, in dem sich die Zellen mit Hilfe der Fimbrien aneinander festheften.
Entsprechend dem Pseudomonas-Stamm von MArx und HEUMANN trigt stets nur ein
Pol Fimbrien. Die Unterscheidung zwischen Geifleln und Fimbrien ist nicht immer
einfach.

Die Kernsubstanz nimmt einen groflen Bereich der Zelle ein (Abb. 17, 18). Meist
liegt ein einheitlicher Chromatinkérper vor. Eine Verlagerung zum Sternzentrum kann
nicht beobachtet werden.

Sternanordnungen sind in eine Haftsubstanz eingebettet, die offenbar von den Zell-
polen ausgeht. In einem Fall war die Substanz zu einem langen Band ausgezogen
(Abb. 15), an dem die einzelnen Zellen mit ihren Polen aufgehingt waren. Diese An-
ordnung entspricht dem frither beschriebenen ,,Schleimfaden (Aunrens und RHEIN-
HEIMER, 1967; HEuMANN, 1956).

Im Zentrum von Rosettengruppen oder an Stellen, wo sich einzelne Zellen mit den
Polen beriihren, befinden sich Granula von sehr konstanter Gréfle. Sie sind in Priaparaten

Legende zu den nebenstehenden Abbildungen (Tafel 5)
Abb. 13: Agrobacterium luteum A 61.
Fliissiges ZoBell-Medium, 3 Tage. Zellen fixiert und mit Pt/C schrig bedampft.
Beginnende Sternbildung. Die Fimbrienschépfe liegen zur Sternmitte. 36700 X.
Abb. 14: Agrobacterium luteum A 61.

Flissiges ZoBell-Medium, 3 Tage. Zellen fixiert und mit Pt/C schridg bedampft.
Zellgruppe mit Geifleln und Fimbrien. Die Zelle am Bildrand triagt offenbar ein Geif3el-
biindel; die zwei anderen Zellen sind monotrich begeifielt. 15000 x .
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Abb. 14

Tafel 5 (zu G. Moll, R. Ahrens u. G. Rheinheimer)



Abb. 15 Abb. 16

Abb. 17 Abb. 18

Tafel 6 (zu G. Moll, R. Ahrens u. G. Rheinheimer)



ganzer Zellen (Abb. 16) vorhanden, auch wenn diese unbedampft sind, und in Ultra-
diinnschnitten (Abb. 17, 18).

Thre GroBe betragt 0,07 u4—0,23 1, meist 0,12 p. Die Oberfliche ist fein poros
(Abb. 16). In Ultradiinnschnitten erkennt man zwel Zonen, eine elektronendichte
duBere Zone und ein helleres Zentrum (Abb. 17, 18). Moglicherweise ist die innere
Zone DNS-haltig; dies ist aber nach den bisherigen Untersuchungen noch nicht sicher.

Eine Reihe von Aufnahmen 1483t es moglich erscheinen, daf3 die Granula aus den
Zellen abgegeben werden, besonders in Polnihe. In einem unbedampften Priparat
enthielt eine Zellgruppe im Pol jeweils eine rundliche dunkle Zone, die den iibrigen
Zellen fehlte; dafiir befand sich aber auB3erhalb der Pole jeweils eine Gruppe ebenfalls
dunkler Granula. Im bedampften Priparat sind die Zonen innerhalb der Zellen noch
zu erkennen, wenn auch nicht so deutlich (Abb. 14, 16).

Granula dieser Art wurden bisher nicht im Zusammenhang mit der Sternbildung
beschrieben oder abgebildet. SchlieBt man die Moglichkeit aus, daf3 es sich um Partikel
aus dem Nihrmedium handelt, die als ,,Kondensationskerne‘ bei der Sternbildung
dienen, so kénnte man eine Beziehung zwischen Austauschvorgingen der Sternzellen
und der Entstehung der Granula suchen. Es wére denkbar, daB sie zu normalen Zellen
heranwachsen. Finige Ultradiinnschnitte kénnten in diesem Sinn gedeutet werden.
Weitere Untersuchungen iiber die Bedeutung der Granula sind vorgesehen.

Diskussion

Ziel der Untersuchung war es, u. a.in den Sternformen eine etwaige Kernverschmel-
zung nachzuweisen, wie sie fiir Agrobakterien so hdufig postuliert und beschrieben wurde
(Stapp, 1942; Stapp und KnNOseL, 1954, Stapp und KNOsEL, 19562, b; KNOsEL, 1963).
Bei dem sternbildenden Pseudomonas rhodos (Stamm B 6) sollen jeweils zwei Zellen ver-
schmelzen (Heumann, 1956). Elektronenoptische Aufnahmen ganzer Zellen in be-
dampften Priparaten liefen beil Sternen von Agrobacterium stellulatum Stamm A 5 und
Agrobacterium ferrugineum Stamm A 7 zuweilen den Eindruck einer Zellverschmelzung
entstehen. Eine genaue Beantwortung der Frage darf man nur von Ultradiinnschnitten
erwarten. Obwohl in zahlreichen Schnitten Sterne nahezu in der Mitte getroffen waren,
konnte in keinem Fall ein Hinweis auf eine Zellverschmelzung gewonnen werden.
Ultradtinnschnitte durch Sternverbidnde von Agrobacterium sind bisher nicht veréffent-

Legende zu den nebenstehenden Abbildungen (Tafel 6)
Abb. 15: Agrobacterium luteum A 61.

Verdiinntes ZoBell-Medium (3/;, konzentriert), 4 Tage.
Die Zellen sind mit den Polen an der langgestreckten Haftsubstanz aufgehingt. 7400 X.

Ann. 16: Agrobacterium luteum A 61.

Flissiges ZoBell-Medium, 3 Tage. Zellen fixiert und mit Pt/C schrig bedampft.
Zellen und ,,Granula““. Man beachte die fein pordse Oberfliche der Granula. 8650 X.

Abb. 17: Agrobacterium luteum A 61.
Verdiinntes ZoBell-Medium (3/,,) konzentriert), 4 Tage.

Ultradiinnschnitt durch zwei Rosettengruppen. Neben den Granula befindet sich im Stern-
zentrum eine lockere Haftsubstanz. 8800 X.

Abb. 18: Agrobacterium luteum A 61.
Verdiinntes ZoBell-Medium (3/,, konzentriert), 4 Tage.

Ultradiinnschnitt durch ein Sternzentrum. Die Granula weisen einen diinnen zweischich-
tigen Aufbau auf. Die Haftsubstanz steht mit den Zellpolen in Verbindung. — In den grofB-
flachigen hellen Zonen sind DNS-Fédden erkennbar. 18000 X.
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licht worden. Braun und Evrrop (1946) konnten in einer elektronen-optischen Unter-
suchung von Agrobacterium tumefaciens ebenfalls keine Zellverschmelzung feststellen.

Da sich eine Zellverschmelzung bei der Sternbildung nicht eindeutig nachweisen 148t,
ist es unwahrscheinlich, daf3 die Kernsubstanz zu einem einheitlichen Kern zusammen-
flieBt und daB dieser Verschmelzungskern anschlieBend wieder in Einzelkerne zerfillt,
wie dieses von Stapp (1942) fur Agrobacteriuin tumefaciens beschrieben wurde.

Will man bei der Sternbildung einen Sexualakt annehmen, so miiite die DNS durch
Poren in der Zellwand abgegeben werden, so daf3 es sich bei diesem Vorgang um eine
Transformation handeln wiirde. Eine andere Moglichkeit wire eine Geniibertragung
durch Konjugation. Bei Agrobacierium ferrugineum Stamm A 7 konnten Verbindungen
zwischen Sternzellen nachgewiesen werden (Abb. 12), die den Konjugationsbriicken
von WoLLMANN et al. (1956) dhnlich sehen. In unseren Ultradiinnschnittserien fanden
wir jedoch niemals Konjugationsbriicken.

Unklar war bisher die Art der Verklebung der Einzelzellen im Sternverband. Frithere
Autoren berichteten, dal mit der Sternbildung eine starke Schleimabscheidung einher-
geht (Stapp und BorTeLs, 1931; Stapp, 1942). Braun und Errop (1946) wiesen fiir
Agrobacterium tumefaciens elektronenoptisch nach, dalB3 sich im Zentrum der Sterne eine
Substanz befindet, die etwa die gleiche Dichte besitzt wie die Bakterien selbst und als
Abscheidung von Schleim oder von Protoplasma gedeutet wurde.

Sterne von Agrobacterium stellulatum, Agrobactertum ferrugineum und Agrobacterium luteum
besitzen im Zentrum eine dhnliche Substanz. Diese ist in Ultradtinnschnitten besonders
gut sichtbar (Abb. 4, 5, 6, 10, 17, 18), aber auch in ungeschnittenen Sternen ist sie
deutlich zu erkennen (Abb. 9). Die Substanz ist homogen, fein granuldr oder grobkérnig.
Es handelt sich um eine Abscheidung der Zellen, die an den Polen wie aus zahlreichen
feinen Poren abgegeben wird. Die Zellwand ist an diesen Stellen glatt (Abb. 5, 6).
Zwischen Zellwand und cytoplasmatischer Membran ist eine Anhdufung der Substanz
zu sehen (Abb. 5). Das Material stimmt in Entstehung, Anordnung und Struktur mit
der Haftsubstanz sternbildender gestielter Bakterien tiberein und soll daher ebenfalls
als Haftsubstanz (holdfast) bezeichnet werden. Caulobacter-Arten sezernieren die Haft-
substanz an der Stielspitze, Asticcacaulis-Arten an dem stieltragenden Zellpol. Menge
und Form der Substanz sind fiir die einzelnen Caulobacter-Arten unterschiedlich. Die
dichteste Anhdufung erfolgt im Zentrum der Rosetten. Auch die Struktur ist artver-
schieden. Sie erscheint in elektronenoptischen Schnitten amorph und dunkel gefirbt,
grobkornig oder fast auch fibrillar (STovE PoINDEXTER und COHEN-BAZIRE, 1964). In einem
Fall erschien sie als Masse von dunkel gefiarbten runden Partikeln von 0,01—0,013 . @
(STovE POINDEXTER, 1964) (s. auch PATE und OrpaL, 1965).

Auch die Haftsubstanz der sternbildenden Hyphomikrobien zeigt eine gewisse Ahn-
lichkeit mit derjenigen der Agrobacterium-Arten (ConNTr und Hirsch, 1965).

Die Haftsubstanz der Agrobakterien kann offenbar auch eine langgestreckte Form
annehmen, so dafl die Einzelzellen wie an einem Band aufgereiht sind (Abb. 15). Es
handelt sich wohl um die gleiche Erscheinung, die als Raupenform beschrieben wird.

Neben den peritrichen Fimbrien der Enterobakterien (s. Brinton, 1959) finden sich
bei einigen Bakteriengruppen auch polar angeordnete Filamentbiischel (Hampp et al.,
1960; Houwing, 1955; Marx und Heumann, 1962; Heumann und Marx, 1964).

Allgemein kommt den Fimbrien die Bedeutung von Haftorganellen zu, die den Zellen
z. B. das Haften an Oberflichen erméglichen und Hdmagglutination bewirken.

Die Fimbrien von Agrobacterium luteum gehéren dem zweiten Typ an. Jeweils ein Zellpol
tragt ein Biischel zarter Fasern. In einem jungen Sternstadium sind sie zum Zentrum
ausgerichtet. Die Anordnung legt die Vermutung nahe, daf3 die Fimbrien fiir die Ent-
stehung der Sterne wichtig sind. Sie kénnten als kontraktile Fasern die Zellen zueinander
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ziehen und miteinander befestigen. Diese Annahme wird durch den duf3eren Ablauf der
Sternbildung gestlitzt. Die Fimbrienpriparate von Agrobacterium luteum stammen aus
einer jungen flissigen Kultur, in der die Zellen in lebhafter Sternbildung begriffen waren.
Der Ablauf konnte im Lichtmikroskop mehrmals verfolgt werden. Einzelne Zellen hatten
sich am Deckglas festgeheftet. Andere bewegten sich frei in groflen Spirallinien tiber das
Gesichtsfeld. In der Nidhe von groBeren Zellgruppen wurden Einzelzellen festgehalten.
Dann bewegten sie sich in mehreren Etappen geradlinig sehr rasch auf das Sternzentrum
zu. Die Zellen im Umbkreis eines Sternansatzes waren meist radidr ausgerichtet. Die beste
Erklarung fiir den Vorgang scheint die, dafl um die Zellgruppen lange Fimbrien aus-
gelegt waren, an denen sich hinzukommende Zellen verfingen. Durch eine rasche Kon-
traktion der Fasern wanderten die Einzelzellen auf die Gruppe zu. Eine aktive Bewegung
ist nicht anzunehmen, da diese purzelnd auf Spirallinien erfolgt.

Marx und Heumann (1962) und HeumanN und MAarx (1964) haben die Fimbrien
des Sternbildners Pseudomonas echinoides eingehend untersucht. Es konnte gezeigt werden,
daf sie jeweils an einem Pol zu einem Biischel angeordnet sind. Der fimbrientragende
Pol liegt dem begeiBelten Pol gegentiber und im Stern zentral. Die Fimbrien besitzen
die Fihigkeit zur Kontraktion. Kontrahierte und gestreckte Fimbrien sehen elektronen-
optisch unterschiedlich aus. Mutanten von Pseudomonas echinoides, die die Fahigkeit der
Sternbildung verloren haben, weisen nur gestreckte Fimbrien auf. Die Sternbildung ist
offenbar von der Kontraktion abhingig. Eine Beteiligung der Fimbrien an der Stern-
bildung kénnte auch bei Caulobacter vorliegen. Houwink (1955) hat eine Reihe von
Caulobacter-Zellen abgebildet, die an der Stielspitze ein Filamentbiischel tragen. Dies
ist die Stelle, an der sich die Zellen im Sternverband miteinander befestigen. Im Gegen-
satz zu Pseudomonas echinoides ist bei Caulobacter der fimbrientragende Pol zugleich der
begeilelte Pol. Allerdings wird die Geiflel bei der Ausbildung des Stieles abgeworfen.

Die Bedeutung der Blasenzellen, die bei Agrobacterium stellulatum und Agrobacterium
Serrugineum gefunden wurden, ist noch unklar. Obwohl sie gelegentlich in jungen Kul-
turen auftraten, kénnte es sich um eine Form der Degeneration handeln. Nach ZigcLEr
(1958) bildet ein sternbildendes Rhizobium (,,Bacterium radicicola®*) blasige Auftreibun-
gen, die im Elektronenbild an die von Agrobacterium stellulatum erinnern. Sie wurden
ebenfalls als Degenerationsformen gedeutet. Ahnliche Blasenbildungen scheinen auch
bei anderen Bakterienarten nicht selten zu sein. Sie traten z. B. bei Bacillus mycoides auf
(Stapp und ZvcHa, 1931) und wurden bei Pseudomonas malvacearum als Kokkenformen
beschrieben (StoucHTON, 1929, 1932).

Die Deutung der Granula in den Sternen von Agrobacterium luteum, Stamm A 61, ist
schwierig. Die sehr konstante GroBe und Struktur sprechen gegen die Annahme, daf3
es sich um Partikel aus dem Nihrmedium handelt. Wie aus den Ultradiinnschnitten
deutlich hervorgeht, bestehen die Granula aus zwei Schichten. Daher kénnen es auch
kaum abgeschiedene Stoffwechselprodukte sein. Es liegt nahe, an Fortpflanzungsstadien
zu denken.

In der Literatur finden sich zahlreiche Angaben iiber verschiedene Typen von
Schwirmzellen und Gonidien, die aber nicht mit den Granula von Agrobacterium (uieum
vergleichbar sind. Bisser und Hare (1951) beschrieben fiir Rhizobium-Stimme die
Ausbildung kleiner begeifelter Schwirmer, die im Lumen der ,,barred” Stdbchen ge-
bildet werden und durch Aufbrechen der Mutterzelle frei werden. Diese Schwirmer
sollen méglicherweise konjugieren und anschlieSend zu vegetativen Zellen heranwachsen.
Aus den Abbildungen ergeben sich GréBen von ca. 0,6 X 1,2 .. GroBe und Begeif3elung
schliefen jedoch eine Deutung der ,,Granula‘ von Agrobacterium luteum als entsprechende
Schwérmer aus. Die elektronenoptischen Aufnahmen der Schwirmer legen tiberdies die
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Vermutung nahe, daf3 es sich um kleine vegetative Zellen handelt. Linge und Wellen-
linge der GeiBeln entsprechen durchaus den GréBenangaben fiir Rhizobien.

Gelegentlich werden bei Azotobacter, Rhizobium, Vibrio und einigen Spirillen kleine
als Gonidien bezeichnete Fortpflanzungsstadien beschrieben (s. Bisser, 1956; PEasE,
1956). Sie sind beweglich; die Art ihrer Entstehung ist ungekldrt. Bei Azotobacter chroo-
coccum sollen die vegetativen Zellen befihigt sein, Gonidien zu bilden, die zwei verschie-
denen Typen angehéren koénnen. Entweder handelt es sich um eine Vielzahl kleiner
Stdbchen mit 1—5 polaren Geifleln; die Stibchen kénnen sich querteilen — oder es
handelt sich um einzelne groBere Gonidien, die unbegeiBelt sind, wie kleine Azotobacter-
Zellen aussehen und zu vegetativen Zellen heranwachsen (BisseT und Hare, 1953).
Auch mit diesen Gonidien sind die ,,Granula‘ von Agrobacterium lutewm nicht vergleichbar.

Bei einigen Spirillum-Arten schwellen die Zellen zu ,,Zysten’ an. Aus den Zysten
werden kleine vibrioférmige Zellen mit einer polaren GeiB3el frei. Diese kleinen Zellen
wachsen zu vegetativen Zellen heran. Bei Spirillum serpens waren die freiwerdenden Ele-
mente unbegeiBelt und vermehrten sich unter der Einwirkung von Penicillin zu kleinen
Kolonien aus runden Gebilden (Pease, 1956).

Horrman und Frank (1965) fanden in Mikrokulturen von Escherichia coli und Coryne-
bactertum kleine runde ,,Granula‘, die fiir die Schnappbewegung verantwortlich sein
sollen.

Die Struktur der Granula von Agrobacterium luteum ist gewissen Viren nicht unéhnlich.
Allerdings liegt die GréBe von Viren meist erheblich unter 0,2 p.. Aullerdem miilte es
sich im vorliegenden Fall um Bacteriophagen handeln. Da aber nie eine Beeintriachtigung
des Wachstums festzustellen und nie eine Kultur lysiert war, diirfte die Deutung der
Granula als Phagen ausscheiden.

Die Entstehung und Bedeutung der Granula von Agrobacterium luteum bleibt also noch
unklar. Denkbar wire folgende Moglichkeit: Bei der Sternbildung wird zwischen den
Zellen auf irgendeine noch ungeklirte Weise Kernmaterial ausgetauscht. Als Folge
dieses Kopulationsvorganges werden kleine Fortpflanzungsstadien abgegeben, die zu
normalen Zellen heranwachsen kénnen.
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