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Aus dem Institut fiir Meereskunde an der Universitit Kiel

Taxonomische Untersuchungen an sternbildenden
Agrobacterium-Arten aus der westlichen Ostsee?)

Von RENATE AHRENS

Zusammenfassung: Aus der westlichen Ostsee wurde eine Reihe sternbildender Bakterien isoliert
und taxonomisch untersucht. 28 Stamme wurden zur Gattung Agrobacterium, Familie Rhizobiaceae,
gestellt. Einige braune, rote und gelbe Isolierungen lielen sich den Arten Agrobacterium stellulatum
Starp und KnOseL 1954 sowie A. ferruginem, A. sanguineum und A. luteum AHRENs und RHEINHEIMER
1967 zuordnen. Fiir 4 weitere Arten werden die Namen A. agile nov. spec., A. gelatinovorum nov. spec.,
A. kieliense nov. spec. und A. aggregatum nov. spec. vorgeschlagen. Morphologie, Sternbildung und
Physiologic der Agrobacterium-Arten werden beschrieben. DNS-Basenanalysen bei 5 Stammen er-

gaben G+ C-Werte zwischen 57 und 64 MolY,.

Taxonomic studies on star-forming Agrobacterium spp. from the Western Baltic (Summary):
From the Western Baltic a number of star-ferming bacteria were isolated in pure culture and classified.
28 strains were included within the genus Agrobacterium, family Rhizobiaceae. Of these several brown,
red and vyellow isolates could be assigned to the species Agrobacterium stellulatum Stapp and KNOsEL
1954 and A. ferruginewm, A. sanguineum or A. lutewn AHRENs and RHEINHEIMER 1967. For another
4 strains the following names are proposed: A. agile nov. spec., A. gelatinovorum nov. spec., A. kieliense
nov. spec., and A. aggregatum nov. spec. Morphology, star-formation and physiology of the Agrobacterium
spp. are described. The DNA base composition of five strains was found to range {rom 57 to 64 moles
per cent guanine plus cytosine.

Einleitung

Stabchenférmige Bakterien, deren Zellen sich polar zu Stern- oder Rosettenformen zu-
sammenlagern, sind in der westlichen Ostsee sehr verbreitet. In einer fritheren Versftent-
lichung (AHRENS und RHEINHEIMER, 1967) wurden 2 sternbildende Stimme mit braunen
und je einer mit roten und gelben Kolonien beschrieben und der Gattung Agrobacterium
zugeordnet. Die vorliegende Arbeit behandelt nun weitere Agrobacterium-Stamme, die
teils in die bereits beschriebenen Arten fallen, teils neu benannt werden.

Im Wasser der Kieler Bucht findet man Rosettenbildner besonders haufig unter braun
pigmentierten Bakterien, die auf ZoBell-Agar kleine weiBumsidumte Kolonien ausbilden.
Diese machten wiederholt 90%, der Gesamtkeimzahl aus. Von 39 untersuchten Kolonien
dieses Typs erwiesen sich 16 als sternbildend und konnten bis auf eine den Arten 4.
stellulatum Stapp und KNOseL 1954 und A. ferrugineum AHRENs und RHEINHEIMER 1967
zugeordnet werden.

Es lag nahe, auch unter abweichenden braunlichen Organismen nach Sternformen zu
suchen, ferner unter solchen, die dhnlich gestaltete Kolonien anderer Farbung ausbilden.

Braune Bakterien wurden in groferer Zahl im Elbeidstuar und in verschiedenen Teilen
der Ostsee gefunden, vereinzelt auch in der Nordsee, dem Mittelmeer und dem Persi-
schen Golf. Eine Reihe von ihnen wies Sternformen auf, besonders solche Stimme, deren
Wuchsform an A. stellulatum und A. ferrugineum erinnerte, jedoch lieBen sich nur einige
weitere Ostsee-Stimme in die Gattung Agrebacterium stellen. Eine einheitliche Bakterien-
gruppe aus Bachwasser wich vollig ab.

1) Erster Teil der Dissertation: ,, Taxonomische und #kologische Untersuchungen an sternbildenden
Bakterien aus der Ostsee** (gekiirzt). Die Arbeit wurde bei Herrn Prof. Dr. Rheinheimer, Mikrobio-

logische Abteilung des Instituts {iir Meereskunde, angefertigt. Die Untersuchungen wurden von der
Deutschen Forschungsgemeinschaft unterstiitzt.
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Farblose, gelbe und rote Rosettenbildner konnten aus Wasser- und Sedimentproben,
besonders aber von Algenmaterial isoliert werden und zum Teil ebenfalls der Gattung
Agrobacierium zugeordnet werden.

Die Agrobacterium-Stamme aus der westlichen Ostsee werden zunichst beschrieben und
teilweise neu benannt. AnschlieBend werden grundlegende Ziige ihrer Wuchsform,
Zellmophologie, Sternbildung und Physiologie behandelt sowie einige DNS-Basen-
analysen. Die taxonomische Zuordnung wird diskutiert.

Methoden
Isolierung von Sternbildnern:

Sternbildende Bakterien lassen sich aus der westlichen Ostsee isolieren, indem man
etwas Material einer Wasser-, Sediment- oder Algenprobe aufAgarplatten (ZoBell 2216 F)
ausstreicht oder mit Weichagar vermischt. Man bebriitet die Platten 1 bis 2 Wochen und
untersucht dann kleine knopfartige Kolonien, die im Zentrum intensiver gefiarbt sind
als am Rand, auf Rosettenformen. Zarte fadige Algen schiittelt man am besten mit
sterilen Glasperlen, bevor man von dem Wasser Agarplatten ansetzt. Die Anreicherung
von Sternbildnern in nahrstoffreichen Proben oder in organischen Nahrlosungen gelingt
nicht, weil sie hier von raschwiichsigen Faulnisbakterien tiberwuchert werden.

Zichtung und Aufbewahrung

Die Stamme werden auf ZoBell-Schriagagar gehalten und alle 4—6 Wochen abgeimpft.
Es ist zweckmiBig, Rohrchen mit Schraubdeckel zu verwenden, da die untersuchten
Organismen empfindlich gegentiber Austrocknung sind. Die Kulturen werden bei
10—20°C aufbewahrt.

Fliissige Kulturen sind zum Aufbewahren nicht geeignet, da sie rascher absterben als
Schriagagarkulturen. Wohl aber iiberleben die Stimme mehrere Monate, wenn man eine
gewaschene Zellsuspension in ein Gefif3 mit mindestens 300 ml sterilem (autoklaviertem
oder filtriertem) Seewasser tiberfiihrt.

Will man von einer dlteren Agarkultur eine fliissige KKultur anlegen, so empfiehlt es
sich, eine Passage Uiber Schrigagar einzuschieben, da auf diese Weise die kompakten
Zellaggregate zerrieben werden und einzelne jiingere Zellen zur Entwicklung gelangen.

Die Mehrzahl der Stimme lief sich lange Zeit in luftdicht verschlossenen Réhrchen
aufbewahren. Hierzu wurden kurze Schraubroéhrchen (7,5 cm lang) bis zum Rand mit
ZoBell-Agar gefiillt, nach dem Autoklavieren mit einem Stich beimpft und fest zuge-
schraubt. Sobald Wachstum einsetzte, wurden sie in einen 10° C-Kiihlschrank gebracht.
So angelegte anaerobe Kulturen waren durchweg 1—2 Jahre haltbar.

Neuerdings werden die Kulturen gefroren getrocknet und bei 10°C aufbewahrt.

Die Methoden fiir die morphologische und physiologische Untersuchung wurden in
einer fritheren Verdffentlichung aufgefiihrt (AHRENS und RHEINHEIMER, 1967). Dartiber
hinaus fanden folgende Tests Anwendung:

Ammoniakbildung aus Pepton:

Das anfénglich verwendete Medium nach Haves (1963) ermdglicht nur schwache
Entwicklung; offenbar ist es zu konzentriert. Wachstum und Ammoniakbildung sind
in dem Medium fiir Priifung auf Nitratreduktion (ANpERsoN, 1962) besser; zum Nach-
weis der Ammonifikation wird es freilich ohne Nitrat angesetzt. Am besten fithrt man
beide Tests gleichzeitig durch. Die in Tab. 4 angegebenen negativen Ergebnisse stam-
men aus dem Ansatz nach Haves.

Phenolabbau:

Methode von Gray und THorNTON (1928) nach einer Modifikation von SKERMAN
(1959, S. 146).
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Kohlenhydrat-Abbau:

ANBERSON (1962); spédter Lemrson (1963, MOF-Medium). Das zweite Medium

lieferte konstantere Ergebnisse.
Zellulose-Abbau:

Plattentest: Medium nach OppenHEIMER (1964, S.17); Zellulosesuspension nach
SkErRMAN (1959, S. 156).

Streifentest: Medium nach OppeNHEIMER (1964, S.17); Schleicher und Schiill
Chromatographiepapier 2043 b Mgl.

Chitinspaltung:

ZoBell-Agar 2216 E wurde mit einer sterilen Chitinsuspension vermischt und in
Platten gegossen. Um chitinspaltende Kolonien entstehen klare Héfe. (Chitin Koch-
Light-Laboraties, Ltd., Colnbrook, England; Herstellung einer feinen Suspension
nach Paecu und Tracey Bd. II, 1955, S. 273f.).

Alginat-Abbau:

(vgl. Ruscuke und Ratn, 1966) Prifung auf reduzierende Zucker (Fehlingsche
Losung) in ZoBell-Nahrlosung (entspricht Medium 2216 E ohne Agar), der 1%,
Na-Alginat zugesetzt wurde. (Na-Alginat Protanal SF 200 der Firma Protan, Drammen,
Norwegen).

Wachstum auf Mannitagar:

Der Agar besteht aus: 20g Mannit, 1 g K,HPO,, 1 g NH,NO,, 20g Agar, 750 ml
gealtertem Seewasser und 250 ml dest. Wasser, pH 7,8. Er dient dazu festzustellen,
ob Mannit als einzige C-Quelle verwendet werden kann (vorausgesetzt, daf3 nicht der
Agar selbst angegriffen wird).

Wachstum in Medien aus Algen, Mohren und Fisch:

Entsprechend dem Mo6hrenmedium von Stapp und BorTELs (1931, s. Angaben von
Braun und ELrop, 1946) wurden Extrakte bzw. Agarmedien aus Fucus vesiculosus,
Enteromorpha spec., Laminaria saccharina und Maéhren bereitet, ferner eine Fisch-
bouillon aus Hering.

Kardinalpunkte der Temperatur, des Salzgehaltes und Reaktion:

Tribungsmessung in ZoBell-Nédhrlgsung (Eppendorf Photometer mit Nephelo-
meter-Zusatz, Filter 546 nm, 1 cm Kiivetten). Zur Bestimmung der Salzabhingigkeit
wurde die Ndhrlosung mit Leitungswasser hergestellt und mit entsprechenden Mengen
NaCl (Sonnensalz) versetzt. Daneben wurden auch hinsichtlich ihres Salzgehaltes
verschiedene ZoBell-Nahrlésungen mit Nordseewasser hergestellt, das in unterschied-
lichem Ma@le verdiinnt bzw. konzentriert worden war.

DNS-Basenanalysen :1)

Hochgereinigte Bakterien-DNS wurde nach der Vorschrift von Marmur (1961)
gewonnen. Zur Anzucht der Zellen bewidhrten sich Rithrkulturen von je 1,5 Liter
ZoBell-Medium in 2 -Liter-Steilbrustflaschen. Die Bestimmung der DNS-Basenzu-
sammensetzung erfolgte nach Wyarr (1951) und WyarT und Cenen (1953) folgen-
dermaBen: Jeweils 1—1,5 mg gereinigte DNS wurden in 6 X 100 mm Réhrchen mit
5 ml 989, Ameisensdure 30 Minuten bei 175°C hydrolysiert. Das Hydrolysat wurde
getrocknet, in 40—80ul n HCL aufgenommen und aufsteigend mit Isopropanol/HCI
chromatographiert (100 ml Laufmittel enthielten 65 ml abs. Isopropanol und 0,2 Mol
HCI) (Papier Schleicher und Schiill 2043b Mgl). Die Chromatogramme trockneten
tiber Nacht bei Zimmertemperatur. Die Flecke wurden gegen UV-Licht von 254 nm

1) Frau Dr. Kramer, Institut fiir Physiologische Chemie der Universitit Kiel, erteilte wichtige
Ratschldge fiir die Durchfiihrung der DNS-Basenanalysen, woftir ich herzlich danke.
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identifiziert (Camag Universal UV-Lampe Typ TL -900, Muttenz, Schweiz), einige
Stunden mit je 5 ml 0,1 n HCI eluiert und mit Hilfe des Spektralphotometers Zeiss
PM QII quantitativ ausgewertet. Das Verhiltnis der Extinktionen bei 280 nm und
260 nm ist eine fiir jede Base spezifische KenngroBle (S. HARBERs et al., 1964). Die
Basenmengen errechnen sich aus einem Extinktionswert nahe dem Maximum und
dem zugehorigen millimolaren Extinktionskoeffizienten, der aus der Literatur zu ent-

nehmen ist (HARBERs et. al., 1964, S.21). Tab. 1 stellt am Beispiel Agrobacterium
luteum A 61 eine Auswertung dar.

Beschreibung der Stdmme

Die wichtigsten Merkmale der Agrobacterium-Stamme aus der westlichen Ostsee werden
entsprechend den Angaben in BERGEY’s Manual stichwortartig zusammengefal3t und in
Tab. 4 gegeniibergestellt.

Agrobacterium stellulatum Stapp und KnoseL 1954
Stdimme: A 1, A4, A5 AG, A 12, A 17, A 23, A 29

Von den 39 typischen braunen Isolierungen aus Wasser der Kieler Bucht entfallen
10 sternbildende Formen auf die Art A. stellulaium, von denen noch 8 in Kultur gehalten
werden. 3 von ihnen zeigen gelegentlich Beweglichkeit. Die Anordnung der GeiBleln ist
meist polar, kann aber wegen des geringen Prozentsatzes an beweglichen Zellen nicht
eindeutig bestimmt werden.

Weitere 22 der 39 braunen Isolierungen bilden unter Laborbedingungen keine Rosetten
aus, sind also nicht ohne weiteres als Agrobacierium-Stimme anzusprechen. Da sie aber
in allen iibrigen Merkmalen mit dem sternbildenden A. stellulatum iibereinstimmen,
sind sie dennoch zu dieser Art zu stellen. Moglicherweise sind auch diese Stamme in
ihrem natiirlichen Milieu zur Sternbildung in der Lage. Werden sie mit beriicksichtigt,
so lautet die Beschreibung der Art folgendermalen:

Stédbchen, gerade oder schwach gekriimmt, 0,4—0,9 X |—5p, meist 0,6—0,8 X 1,3—2.
Pole rund bis spindelig. Teilung durch Querwandbildung oder Einschniirung. Diplo-
formen, Fadenzellen, gelegentlich Verzweigungen. Einige Stdmme beweglich durch
1—8 meist polare Geil3eln, bis 9 p. lang, Wellenldnge meist 2,6—2,8 1. Einige Stimme
intensiv sternbildend.

Agarkolonien (ZoBell 2216 E) rund, flachkonvex, ganzrandig, zunéchst farblos glasklar,

spéter tritber und leicht opalisierend, schlieBlich mit tritbem schokoladenbraunem
Zentrum und hellem Rand. Maximal 2 mm Durchmesser.

Agarstich (Kohlenhydratagar): Wachstum farblos, erinnert an Wattebausch. Beweg-
liche Stdmme bilden einen gleichméBigen Wachstumsschleier aus.

Fliissige Kultur: gleichmafBige Triubung, ockerfarbenes schleimiges Sediment. Gute
Sternbildner wachsen am Glas, bilden einen Ring aus runden Kolonien und eine Haut.

Grammegativ; die Zellen sind nicht saurefest.

Keine Endosporenbildung

Oxydase: +

Katalase: -

Fakultativ anaerob.

Gelatinestich: keine Verfliissigung; braune perlartige IKolonien im Stich.

Gelatineplatte: keine Hydrolyse

H,S aus Pepton + Cystein: —

NH; aus Pepton: wenig (wurde bisher negativ bewertet)

NH, aus Harnstoff: —
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Lackmusmilch: kein Wachstum

Nitrat: regelmaBig schwache Reduktion zu Nitrit

Sulfatreduktion: kein Wachstum

Anorganisches N-Medium: kein Wachstum

Starke, Zellulose, Inulin, Chitin, Alginat: kein Abbau

Oxydativ weder Sdure noch Gas aus Glucose, Fructose, Mannose, Xylose, Maltose,
Glycerin, Dulcit, Sorbit, meso-Inosit, Raffinose, Salicin. Aus Galactose, Arabinose,
Mannit, Adonit, Rhamnose, Trehalose in einzelnen Féllen oxydative Sdurebildung
ohne Gas.

Methylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion: —

Mannitagar: Wachstum diirftig oder fehlend

Indol: —

19, Phenol: keine Entwicklung

Kartoffelkeil : kein Wachstum

Mohrenmedien (fliissig oder als Agar): kein Wachstum

Laminaria-Extrakt oder -agar: kein Wachstum

Fischbouillon: kein Wachstum

Anspruchslos, iiberlebt mehrere Monate in Meerwasser.

Temperatur: Optimum 22—25°C. Unter 10°C sehr langsame Entwicklung. Maximum
um 30°C.

Salz: Optimum zwischen 10 und 30°/,. Maximum zwischen 70 und 100°/,. Obligat
halophil.

pH: gute Entwicklung zwischen pH 6,5 und 8,5.

DNS-Basenverhiltnis: 57 Mol%, G + C

Vorkommen: Kieler Bucht, sehr verbreitet.

Stamm A 5 isoliert aus Wasser von Breitgrund.

Agrobacterium Stamm A 80

Stamm A 80 ist in die Ndhe von A. stellulatum zu stellen, weicht aber durch die blasse

Pigmentierung und die sehr unregelmiBige Zellform ab.

Stdbchen, 0,7—0,9 p. breit, 0,8—3 1 lang oder betrdchtlich linger. Fadenzellen. Pole
abgerundet. Rosetten, Raupenformen. In ZoBell-Nédhrlosung Zellen grofitenteils
deformiert (bacteroide Formen), unbeweglich, Rosetten erinnern an Brombeeren.
In Fischbouillon Rosetten aus schlanken Stibchen, bewegliche Zellen. Der Nachweis
der GeiBleln gelang nicht.

Agarkolonien (ZoBell 2216E) bei der Isolierung blaBbeige, bei weiterer Ziichtung
farblos, leicht durchscheinend ,rund, konvex, ganzrandig mit glatter gldnzender Ober-
flache. In 5 Tagen bis zu | mm groB3, in 14 Tagen bis 1,5 mm. Keine Entwicklung auf
Leitungswasseragar.

Agarstich (Kohlenhydratagar): gleichméBiger Wachstumsschleier.

Fliissige Kultur: Tritbung, Haut, Sediment.

Gramnegativ.

Oxydase: +

Katalase: -}~

Fakultativ anaerob

Gelatinestich: keine Verfliissigung, perlartiges Wachstum.

H,S aus Pepton + Cystein: —

Ammoniak aus Pepton: —

Harnstoffspaltung: —

Nitrat wird zu Nitrit reduziert.
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Anorganisches N-Medium: kein Wachstum.

Stiarke, Zellulose, Chitin, Alginat: kein Abbau.

Oxydativ weder Sdure noch Gas aus Glucose, Fructose, Xylose, Maltose, Glycerin.
Fermentativ weder Sdure noch Gas aus Glucose.

Methylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion: —

Indol: —

Isoliert aus Ostseewasser (DarBer Schwelle), S 19,54,

Agrobacterium ferrugineum AHRENS und RHEINHEIMER 1967

Stamme: A 7, A 3, A 10, A 13, A 43.

In diese Art fallen 5 der 39 braun pigmentierten Stimme, im Verhiltnis zu A.
stellulatum also vergleichsweise wenige. Beide Arten sind sehr #hnlich. A. ferrugineum
weicht nur in folgenden Punkten von A. stellulatum ab: Die Pigmentierung ist dunkler.
Auf SiiBwassermedien ist schwaches Wachstum moglich. Nitrat wird nicht reduziert.
Der Kohlenhydratstoffwechsel ist intensiver. In Laminaria-Medien erfolgt bei diirftiger
Entwicklung gute Sternbildung. — Der Typ der Art ist Stamm A 7 (AHRENs und RHEIN-
HEIMER, 1967). Beweglichkeit tritt nur bei Stamm A 43 regelmidflig auf. Stamm A 3
konnte ein U-Rohr nur im absteigenden Schenkel durchwachsen, ist also unbeweglich.
Stdbchen, gerade oder schwach gekriimmt, 0,5—1,1 p. breit, 1,5 p. lang oder erheblich

langer. Pole rund oder leicht spindelig, gelegentlich keulenférmig angeschwollen.

Nur zum Teil beweglich durch eine Geiflel unterschiedlicher Anordnung. Zellen ein-

zeln oder paarweise, gelegentlich gekreuzt. Verzweigungen. Rosetten.

Agarkolonien (ZoBell 2216 E) rund, flachkonvex, ganzrandig. Anfangs farblos, spater
leicht milchig, opalisierend, schlielich mit krédftigbraunem triitbem Zentrum und
weillem Saum. Bis zu 2 mm grof3.

Agarstich (Kohlenhydratagar): Neigung zu fein veristeltem Wachstum, im Agar weil,
au der Oberfliche schokoladenbraun.

Flissige Kultur: Tritbung, ockerfarbenes schleimiges Sediment, Wachstum am Glas,
Ring aus runden Kolonien, Haut.

Gramnegativ; nicht sdurefest.

Keine Endosporenbildung.

Oxydase: +

Katalase: -

Fakultativ anaerob, bevorzugt aerob.

Gelantinestich: keine Verfliissigung, gro3e runde Kolonien, braun mit weillem Saum.
Gelatineplatte: keine Hydrolyse.

H,S aus Pepton + Cystein: —

NH, aus Pepton: wenig

NH; aus Harnstoff: —

Lackmusmilch: kein Wachstum

Nitrat: keine Reduktion

Sulfatreduktion: —

Anorganisches N-Medium: kein Wachstum

Starke, Zellulose, Inulin, Chitin, Alginat: kein Abbau

Oxydative Saurebildung ohne Gas aus: Fructose, Xylose, Maltose, Trehalose, Glycerin,
und in geringem Mafle aus Glucose. Mannose, Galactose, Sorbit, Mannit, Adonit,
meso-Inosit und Salicin werden z, T. oxydativ gesduert. Keine Oxydation von Arabi-
nose, Dulcit, Raffinose.

Methylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion: —

Mannitagar: wenig Wachstum
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Indol: —

1%, Phenol: kein Wachstum

Kartoffelkeil : kein Wachstum

Mohrenmedien (fliissig oder als Agar): kein Wachstum

Laminaria-Extrakt oder -agar: diirftiges Wachstum, intensive Resettenbildung. An-
spruchslos, iiberlebt mehrere Monate in Meerwasser.

Temperatur: Optimum um 22°C. Unter 10°C sehr langsame Entwicklung. Maximum
unterhalt 30°C.

Salz: Optimum zwischen 10 und 30°/,,. Ohne Salz schwaches Wachstum méoglich.
Maximum um 50°/4,.

pH: gute Entwicklung zwischen pH 6,5 und 8,5.

DNS-Basenverhiltnis: 60 Mol%, G 4- C

Vorkommen: Kieler Bucht, verbreitet.

Stamm A 7 isoliert aus Wasser von Breitgrund.

Agrobacterium luteum AHRENS und RHEINHEIMER 1967
Stamme A 61, B 14,

Bei der Definition der Art lag Stamm A 61 als Typ zugrunde (AHRENs und RHEIN-
HEIMER, 1967). Stamm B 14 weicht unwesentlich hiervon ab: Die Begeiflelung ist ,,de-
generiert peritrich* (hiaufig 1—3, seltener bis zu 8 GeiBleln unterschiedlicher Anordnung).
Auf Leitungswasseragar zeigt Stamm A 61 keine Entwicklung, bei Stamm B 14 setzt
verspitet schwaches Wachstum ein. Wihrend A 61 sehr wenig Nitrit aus Nitrat bildet,
erfolgt bei B 14 Reduktion zu Ammoniak. Im {ibrigen besteht Ubereinstimmung.

Eiférmige langgestreckte Stabchen, 0,4—0,8 . breit, 1—7 p lang, gerade oder leicht
gekriimmt. Fadenzellen. Verzweigungen. Vermehrung meist eine Kombination aus
Querteilung und Einschniirung. Einzelzellen rasch beweglich. 1 —8 Geilleln unterschied-
licher Anordnung. Liange 3—9 p. Wellenldnge schwankend, hiufig um 2—2,2 1. Lange
polare Fimbrienbtischel.

Agarkolonien (ZoBell 2216 E) langsam wachsend, rund, ganzrandig, anfangs blaBgelb,
glasklar, konvex mit glatter glanzender Oberfliche, spiter zitronengelb, triib, matt,
erhaben mit schmalem terrassenformigem Rand, maximal 1 mm groB. Auf Leitungs-
wasseragar Entwicklung schwach oder fehlend.

Agarstich (Kohlenhydratagar): Tendenz zu fein verdsteltem Wachstum.

Flussige Kultur: wenig Tritbung, feste Wachstumsschicht am Glas, Ring aus runden
Kolonien, Haut.

Gramnegativ.

Oxydase: +

Katalase: -+

Falkulativ anaerob, bevorzugt aerob.

Gelatinestich: kein Abbau, Wachstum im Stich perlartig

H,S aus Pepton - Cystein: —

NH, aus Pepton: wenig

Nitratreduktion: sehr wenig Nitrit; ein Stamm bildet NH,

Anorganisches N-Medium: kein Wachstum

Starke, Zellulose, Chitin, Alginat: kein Abbau

Oxydativ weder Sdure noch Gas aus Glucose, Fructose, Maltose, Glycerin. Aus Xylose
wenig oder keine Saure.
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Methylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion: —

Indol: —

Fischbouillon: ein Stamm gedeiht (B 14)

Fucusextrakt: keine Entwicklung

Temperatur: Optimum 30°C. Wachstum unter 10°C sehr langsam. Maximum um 37°C.
Salz: Optimum 10°/y,. Ohne Salz wenig oder kein Wachstum. Maximum um 50"/,.
pH: giinstigster Bereich pH 6,5—8,5. Optimum um pH 8,0.

DNS-Basenverhiltnis: 57 Mol%, G + C

Isoliert: Ostsee

Agrobacterivm sanguineun AHRENs und RHEINHEIMER 1967

Staimme: A 91, A 92, A 87, A 88, A 89.

Als Typ der Art wurde Stamm A 91 beschrieben (AHrRENS und RHEINHEIMER, 1967).
A 92 ist, soweit gepriift, damit identisch. Beide Stimme wachsen in blutroten Kolonien
Drei weitere Isolierungen A 87, A 88, und A 89 weichen nur unwesentlich ab: ihr Pigment
tendiert mehr nach ziegelrot, und sie zeigen in einem anorganischen Stickstoffmedium
geringes Wachstum, wogegen sich A 91 und A 92 gar nicht N-auotroph entwickeln,
A 89 wiichst meist zu sparlich, um Nitrat merklich zu reduzieren. A 87, A 88 und A 89
werden zur Art 4. sanguineum gestellt.

Stibchen 0,5—1 p. breit, 0,8—4 1. lang oder lidnger. Pole rund oder leicht spindelig.
Neben Querteilung auch Teilung durch Einschniirung. Beweglich durch 1—2 Geil3eln
von degeneriert peritricher Anordnung, Linge 2—7 p, Wellenlidnge 2—4 .. Gelegent-
lich polare Schleimfiaden. Intensive Rosettenbildung.

Agarkolnien (ZoBell 2216 E) rund, konvex, ganzrandig mit glatter glinzender Ober-
fliche, zunichst fast farblos, durchscheinend mit zunehmender Rotfarbung vom
Zentrum her tritber werdend. Pigmentierung ziegelrot bis blutrot, im Alter dunkelrot.
Maximal I mm groB. Auf Leitungswasseragar kitmmerliche Entwicklung.

Flussige Kultur: Tritbung, rotes Sediment, Wachstum am Glas, Ring aus roten IKolonien,
Haut.

Gramnegativ

Oxydase: -

Katalase: +

Fakultativ anaerob, vorzugsweise aerob.

Gelantinestich: keine Verfliisssigung, perlartiges Wachstum.

H,S aus Pepton + Cystein: —

Ammoniak aus Pepton: + (Test nach Haves: —)

Ammoniak aus Harnstoff: —

Nitratreduktion: wenig Nitrit

Anorganisches N-Medium: Wachstum fehlend oder schwach.

Stiarke, Zellulose, Chitin, Alginat: kein Abbau

Oxydativ weder Sdure noch Gas aus Glucose, Fructose, Xylose, Maltose, Glycerin,

Methylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion: —

Indol: —

Extrakt aus Fisch bzw. Fucus: kein Wachstum

Anspruchslos, tiberlebt mehrere Monate in Meerwasser.

Temperatur: Optimum 30°C. Unter 10°C nur langsame Entwicklung. Maximum
zwischen 37 und 40°C.

Salz: Optimum 10°/y,. Wachstum ohne Salz schwach, Maximum um 40°/,,.

pH: bestes Wachstum pH 6,5—38,5



DNS-Basenverhiltnis: 64 Mol%, G + C
Vorkommen: westliche Ostsee bei Salzgehalten unter 10°/y,.

Agrobacterium agile nov. spec. Stamm A 82

Der Artname geht auf die intensive Beweglichkeit zuriick, die zur Ausbildung breiter
Schwirmsdume fithrt. Trotz der polaren Begeil3elung soll der Stamm nicht der Gattung
Pseudomonas zugeordnet werden, da diese durchweg Glucose oxydiert und Nitrat reduziert
(s. BERGEY, 1957). Zudem konnte bei typischen Pseudomonas-Arten nie mit Sicherheit
Sternbildung festgestellt werden (KnoOseL, 1962). Das DNS-Basenverhiltnis ist mit
59 MolY%, niedriger als das der meisten Pseudomonas-Arten (60—70%,, s. Tab.2) und
fallt in den Bereich fiir die Gattung Agrobacterium, mit der auch im tibrigen gute Uber-
einstimmung besteht. Art der Begeil3elung, IKKolonieform und -pigmentierung, Ammoniak-
bildung aus Pepton, fehlende Nitratreduktion und Kohlenhydratoxydation grenzen den
Stamm gegen andere Agrobacterium-Arten ab.

Stdbchen 0,6—0,9 p. breit, 1,2—4 p. lang, hdufig 2—2.5 11; gerade oder leicht gekriimmit.
Pole rund oder leicht spindelig. Fadenzellen. Ketten, Klumpen, Rosetten. Rasch be-
weglich durch 1—3 polare Geilleln, Linge 4—5 u, Wellenldnge 2 .. Polare Fest-
heftung an Glasflichen. Haufig sind zwei Zellen in ihrer Langsrichtung durch eine
unsichtbare starre Substanz von 4—>5 p Lange polar verbunden. Solche Zellpaare be-
wegten sich rasch in ihrer Lingsrichtung, wobei die Bewegungsrichtung plétzlich
umgekehrt werden konnte.

Agarkolonien (ZoBell 2216 E) bei der Isolierung hellbraun, spéter farblos, rund, flach,
durchscheinend, mit glinzender Oberfliche, intensiv schwirmend. Kolonien bis
1 mm grof3, Schwirmsdume bis 2 mm breit, glatt oder fein gezihnt. Wachstum und
Schwirmtatigkeit sind auf Brackwasseragar (8°/y) am intensivsten, bei zunehmenden
Salzgehalten und auf Leitungswasseragar schwicher.

Agarstich (IKohlenhydratagar): horizontale Wachstumsschichten.

Fliissige Kultur: Tritbung, Wachstum am Glas, dicke Haut aus runden Iolonien,
Sediment.

Gramnegativ.

Oxydase: +-

Katalase: -

Fakultativ anaerob, vorzugsweise aerob.

Gelatinestich: keine Verfliissigung, perlartiges Wachstum.

H,S aus Pepton + Cystein: —

Viel Ammoniak aus Pepton.

Nitrat: keine Reduktion

Anorganisches N-Medium: kein Wachstum

Stdrke, Zellulose, Chitin, Alginat: kein Abbau.

Oxydativ weder Sdure noch Gas aus Glucose, Fructose, Xylose, Maltose. Wenig Sidure
aus Glycerin. Fermentativ weder Sdure noch Gas aus Glucose.

Methylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion: —

Indol: —

Fakultativ halophil

DNS-Basenverhiltnis: 59 Mol%, G + C

Isoliert aus Ostseewasser (querab Hiddensee), S 7°/4,.

Agrobacterium gelatinovorum nov. spec., Stamm B 6

Es handelt sich um einen typischen Vertreter der Gattung Agrobacterium, der durch
die intensive Nitratreduktion und den vollstindigen Abbau von Gelatine auffallt.
Die letzte Eigenschaft lag seiner Benennung zugrunde.
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Stabchen 0,8—0,9 p. breit, 2—4 p. lang, meist in der Mitte eingeschntirt, mit einem licht-
brechenden PlasmaeinschluB} in jedem Abschnitt. Keine Endosporen. Pole rund oder
spindelig. Teilung auch durch Einschniirung.

Starke Rosettenbildung. Beweglich durch eine meist polare Geillel von unterschiedlicher
Gestalt, teilweise gestreckt, Linge 7—13 p, Wellenlidnge 1,8—4,5 p. Rosettenzellen
tragen die Geilel am zentralen oder peripheren Pol; diese Geilleln wirken hiufig
,seurly‘.

Agarkolonien (ZoBell 2216 E): milchige Kolonien mit winzigem dunklerem Zentrum,
rund, ganzrandig, flachkonvex, glatt, gldnzend, gegen Licht opalisierend. Nach
5 Tagen bis I mm groB3. Auf Leitungswasseragar kein Wachstum. Beste Entwicklung
auf Brackwasseragar (8°/o0).

Agarstich (Kohlenhydratagar): flockiges Wachstum.

Flissige Kultur: wenig Tritbung, Sediment.

Gramnegativ.

Oxydase: +

Katalase: +

Fakultativ anaerob.

Gelatinestich: vollstandiger Abbau, trichterférmig.

H,S aus Pepton + Cystein: —

Ammoniak aus Pepton: —

Nitrat wird vollstandig zu Nitrit reduziert und in groBBerer Menge zu Ammoniak

Anorganisches N-Medium: kein Wachstum

Stirke, Zellulose, Chitin, Alginat: kein Abbau.

Oxydativ weder Sdure noch Gas aus Glucose, Fructose, Xylose, Maltose, aber Siure aus
Glycerin.

Methylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion: —

Indol: —

Obligat halophil.

Isoliert aus Sediment der Kieler Feérde.

Agrobacterium kieliense nov. spec., Stamm B 9

Der Stamm wurde aus einer Wasserprobe isoliert, die in der Nihe des Feuerschiffs
Kiel entnommen worden war. Er zeigt gute Ubereinstimmung mit den Gattungsmerk-
malen. Wellenlidnge der Geilleln, Pigmentierung, H,S-Bildung, Nitratreduktion und die
Oxydation von Kohlenhydraten fiihrten zur Abgrenzung einer eigenen Art.
Stdbchen,0,5—0,8 p. breit, 1,3—2,6 p.lang. Enden abgerundet. Intensive Rosettenbildung,

Raupenformen. Abscheidung einer polaren Haftsubstanz. Einzelzellen lebhaft be-

weglich. Meist eine Geil3el, polar bis subpolar, Linge 8 p, Wellenlidnge 1,3 .
Agarkolonien (ZoBell 2216 E) milchig, gegen Licht leicht durchscheinend und opali-

sierend. Nach 5 Tagen bis | mm grof3, rund, flachkonvex, ganzrandig, mit glatter

glianzender Oberflache, in der Mitte beige getont. Altere Kolonien bis 2 mm groB.

Auf Leitungswasseragar kleine Kolonien.

Flussige Kultur: Wachstum am Glas; Ring aus runden Kolonien, Haut, Sediment.

Gramnegativ.

Oxydase: +

Katalase: -

Fakultativ anaerob.

Gelantinestich: keine Verfliissigung, perlartiges Wachstum.
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H,S aus Pepton + Cystein: +

Ammoniak aus Pepton: —

Nitrat wird zu Nitrit und Ammoniak reduziert.

Anorganisches N-Medium: kein Wachstum.

Starke, Zellulose, Chitin Alginat: kein Abbau.

Oxydative Sdure, aber kein Gas aus Xylose und Glycerin. Wenig Sdure aus Fructose
und Maltose. Keine Saure aus Glucose.

Methylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion: —

Indol: —

Fakultativ halophil.

Isoliert aus Wasser der Kieler Bucht (Feuerschiff).

Agrobacterium Stamm B 13
Agrobacterium Stamm B 13 ist weitgehend mit A. kieliense identisch, reduziert aber im
Unterschied zu diesem Nitrat nur zu Nitrit und bildet keine Sdaure aus Maltose. Mor-
phologisch bestehen leichte Abweichungen.

Stabchen, 0,8—1 . breit, 1--—4,5 1 lang, meist 1 X2—2,5 p.. Enden abgerundet. Einfache
Verzweigungen. Intensive Rosettenbildung. Beweglich durch eine, seltener zwei
Geilleln in ,,degeneriert peritrischer* Anordnung, Liange 6—7 1, Wellenldnge 1,3 p,
selten bis 2 .

Agarkolonien (ZoBell 2216 E) sehen anfangs wie winzige glasklare Tropfchen aus,
spater verfarbt sich das Zentrum beige; der Rand bleibt farblos durchscheinend und
ist nicht scharf abgesetzt. Sie opalisieren gegen Licht, sind rund, konvex, ganzrandig
und besitzen eine glatte Oberfliche. Nach 5 Tagen bis | mm grof3, spater maximal
1,5 mm. Auf Leitungswasseragar sehr schwaches Wachstum. Flussige Kultur: Wachs-
tum am Glas, flockige Tritbung, Ring aus runden Kolonien, Haut, Sediment.

Gramnegativ.

Oxydase: -

Katalase: -

Fakultativ anaerob, vorzugsweise mikroaerophil.

Gelatinestich: keine Verflissigung, perlartiges Wachstum.

H,S aus Pepton: Cystein: -4

Ammoniak aus Pepton: —

Nitrat wird zu Nitrit reduziert.

Anorganisches N-Medium: kein Wachstum.

Starke, Zellulose, Chitin, Alginat: kein Abbau.

Oxydativ Sdure, aber kein Gas aus Xylose und Glycerin. Etwas Sdure aus Fructose.
Weder Sdure noch Gas aus Glucose und Maltose.

Methylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion: —

Indol: —

Fakultativ halophil.

Isoliert aus Wasser der Kieler Bucht (FeuerschifT).

Agrobacterium aggregatum nov. spec., Stamm B 1
Es handelt sich um eine typische Agrobacterium-Art, deren Name auf die intensive
Ausbildung von Rosetten und Raupenformen zuriickgeht. Zur Abgrenzung einer eigenen
Art gaben u. a. die Ammoniakbildung, die alkalische Reaktion in Lackmusmilch, die
N-Autotrophie und das Wachstum in Fischbouillon Anla8.
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Stabchen, 0,8—1,3 p. breit, 2,4—4,5 . lang, gerade oder leicht gekriimmt. Enden ab-
gerundet. Gelegentlich einfache Verzweigungen. Starke Rosettenbildung, Raupen-
formen. Rasch beweglich, Begeifielung ,,degeneriert peritrisch, Linge der Geil3eln
3—8 u, Wellenldnge 1,3—1,7 p.

Agarkolonien (ZoBell 2216 E) nach 5 Tagen bis 1 mm grof}, rund, ganzrandig, glinzend,
flach konvex. Grofie Kolonien haben ein etwas dunkleres weiflliches Zentrum. Nach
14 Tagen ist die Farbung cremefarben; die GréBle erreicht 1,5 mm. Auf Leitungs-
wasseragar langsames Wachstum.

Agarstich (Kohlenhydratagar) : gleichmaBiges Wachstum, besonders oben.

Flussige Kultur: wenig Tritbung, zarte Haut, Ring, Sediment.

Gramnegativ,

Oxydase: +

Katalase: +

Fakultativ anaerob, bevorzugt aerob.

Gelatinestich: keine Verfliissigung, perlartiges Wachstum.

H,S aus Pepton -+~ Cystein: ~—

Ammoniak aus Pepton: +

Lackmusmilch: koaguliert, alkalisch.

Nitrat: Reduktion zu Nitrit

N-autotroph (wéchst in einem anorganischen N-Medium).

Starke, Zellulose, Chitin, Alginat: kein Abbau.

Oxydative Sdaurebildung ohne Gas aus Xylose und Maltose. Wenig Sdure aus Fructose
und Glycerin. Keine Saure aus Glucose. Fermentativ wird aus Glucose Saure gebildet,
aber kein Gas.

Methylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion: —

Mannitagar: kein Wachstum.

Indol: —

Waichst in Fischbouillon.

Ohne Salz diirftiges Wachstum.

Isoliert aus Sediment der Kieler Bucht.

Morphologische Untersuchung

Die Wuchsform, Zellmorphologie und Sternbildung der untersuchten Agrobacterium-

Stimme weisen gewisse gemeinsame Merkmale auf, die im folgenden herausgestellt
werden.

Wuchsform:

Die typischen Oberflichenkolonien sind klein und rund, in den ersten Tagen flach
konvex und wie glasklare Fliissigkeitstropfchen aussehend. Sie besitzen einen glatten
Rand und eine glinzende Oberfliche. Kolonien, die spiter braune oder beige Farbtone
entwickeln, opalisieren im Licht. Nach wenigen Tagen setzt vom Zentrum her eine

Legende zu den nebenstenden Abbildungen (Tafel 1)

Abb. 1—4: Verschiedene Stadien der inneren Ellipsenstruktur bei Agarkolonien von Agrobacterium
stellulatum und A. ferrugineum.
5 Tage ZoBell-Agar. Hellfeld, Durchlichit. 150fach.

Abb. 1: Feine Granulierung (A. stellulatum)
Abb. 2: Blumenkohlstrukturen (4. stellulatum)
Abb. 3: Ellipsenmuster (A. stellulatum)

Abb. 4: Ellipsenkontur (A. ferrugineum)
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Tribung ein, und die Pigmentierung beginnt. Der Rand bleibt zunichst glasklar und
durchscheinend; er kann spiter weiBlich werden. Mit zunehmendem Alter werden die
Kolonien fester und lassen sich bei einigen Stammen nur als Ganzes mit der Impfose
entfernen. In ilteren Kulturen stellen sich einige Abweichungen ein, wie aus den Art-
beschreibungen entnommen werden kann. Das Aussehen der Stidmme von Agrobacterium
stellulatum, A. ferrugineum und A. sanguineum entspricht der hidufigsten Wuchsform von
A. tumefaciens, wie sie GamNor und Price (1953) unter den Bezeichnungen B6; und
B64A als smooth-Formen unterschiedlicher Triibung beschreiben und abbilden. — Im
Agar werden linsenférmige Kolonien mit weillichem Saum und mehr oder weniger
pigmentiertem Zentrum ausgebildet.

Oberflachenkolonien von Agrobacterium stellulatum und A. ferrugineum weisen im Durch-
licht der LupenvergréBerung eine Feinstruktur auf, die auch bei voéllig abweichenden
braunen Bakterien beobachtet wurde. In den anfangs homogenen Kolonien setzt vom
Zentrum her eine innere Granulierung ein (Abb. 1). Sie wird allmihlich gréber, erscheint
dann blumenkohlartig (Abb. 2) und nimmt in groBBen Kolonien schliellich die Gestalt
dunkelbrauner scharf kontrurierter Ellipsen an, deren lange Achse 0, mm betragen
kann (Abb. 3, 4). Die Ellipsenmuster treten unabhingig von Salzgehalt und Stern-
bildung auf und sind in Sduren unloslich. Moglicherweise handelt es sich um eine
extrazelluldre melaninhaltige Substanz, die tiber mehrere Zellen kristallisiert. Lebend-
praparate von A. stellulatum und A. ferrugineum zeigen Zellen, die auBlen Blasen oder
amorphe Gebilde von ca. 0,3—3 . @ tragen. GroBle Rosetten kénnen vom Zentrum
her mit einer dhnlichen lichtbrechenden Substanz verkleben (Abb. 12). A. ferrugineum
und A. stellulatum A5 und AG9 verfarbten ZoBell-Agar mit 0,1 bzw. 194 Tyrosin braun,
besitzen also offenbar eine Tyrosinase (Brisou, 1957). Das braune Pigment tritt bel
guter 0,-Versorgung sowie in ausgeruhten und alternden Kulturen auf; seine Intensitét
hingt vom Salzgehalt ab. Es ist unléslich in Wasser, Chloroform und Isobutanol; mit
verdiinnter und konzentrierte Salzsdure wird langsam ein rotbrauner Fabstofl extrahiert.

Das gelbe Pigment von 4. luteum ist ebenfalls O,-abhidngig und wasserunloslich. Es
l6st sich nicht in Ather, Cloroform oder Isobutanol.

Die Entwicklung in flissiger Kultur gibt gewisse Anhalte iiber das Mal3 der Stern-
bildung. Intensive Rosettenbildung zeigt sich hidufig durch flockige Tritbung an oder
durch einen festen Ring am Glas. Wird ein fester Ring ausgebildet, so ist das Medium

Legende zu den nebenstchenden Abbildungen (Tafel 2)
Abb. 5—8: Abhingigkeit der Zecllinge von der Bebriitungstemperatur.
2 Tage ZoBell-Néhrlosung. Phasenkontrast. 1500 fach
Abb. 5: Agrobactrrium sanguineum A 91 bei 25° C. Rosetten aus Kurzstibchen.
Abb. 6: A. sanguineum A 91 bei 30° C. Zellen unterschiedlicher Linge.
Abb. 7: A. sanguineum A 91 bei 37° C. Fadenzellen in Rosettenanordnung.
Abb. 8: Fadenzellen von Agrobacterium lutuem A 61 bei 30° C.
Abb. 9—10: Agrobacterium sanguineum A 88. Abhingigkeit der Zellinge vom Salzgehalt.
5 Tage alte Agarkultur Geifel(drbung nach Bailey. Hellfeld. 1500fach.
Abb. 9: Brackwasseragar (8°/y,). Kurzstibchen und Rosetten, begeifielt.
Abb. 10: Leitungswasseragar. Unbegeillelte Fadenzellen.
Abb. 11: Parallel gelagerte Zellketten von Agrobacterium Stamm A 14,
5 Tage ZoBell-Schrigagar. Lebendpriaparat. Phasenkontrast. 3000(ach.
Abb. 12: Agrobacterium stellulatum A 5.
Goldgelbe lichtbrechende Substanz im Zentrum grof3er Rosetten.
3 Tage 2/; konzentrierte ZoBell-Néhrlosung. Lebendpriparat. Phasenkontrast. 3000(ach.
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meist schwach getriibt; die Zellen setzen sich an der Glaswandung fest, und zwar be-
sonders an der Fliissigkeitsgrenze, wo sie kleine runde Kolonien bilden. Bei guter Be-
liiftung entsteht an der Oberfliche eine zarte Haut, oder es entwickeln sich Kugel-
kolonien, die bei Erschiitterung absinken. Sternbildner, die diese Wuchsform zeigen,
bilden auf Agarplatten kompakte IKolonien, die sich als Ganzes mit der Nadel vom
Agar abheben lassen. Die Kolonien gehéren dem smooth-Typ an (A. stellulatum, A.
Serrugineum, A. sanguwinewm) oder dem rough-Typ (A. luteum).

In den Fillen, wo die Rosettenbildung durch flockige Triibung sichtbar wird, kann
ebenfalls ein Ring ausgebildet werden. Dieser sitzt jedoch nicht so fest an der Glas-
wandung, und die Zellen kénnen durch Schiitteln abgelost werden. Stimme dieses
Typs bilden weichere Agarkolonien aus.

Zellmorphologie:

Die vorliegende Bakteriengruppe weist neben geraden Kurzstibchen mehr oder
weniger stark gekriimmte Zellen auf, ferner Fadenzellen unterschiedlicher Linge,
einfache Verzweigungen und andere pleomorphe Formen wie Hanteln, mehrfach ein-
geschniirte Zellen und Keulenformen, die im Extremfall an gestielte Zellen von Caulo-
bacter erinnern. Eine dhnliche Formenvielfalt tritt bei Sporocyiophaga cauliformis, Myxo-
coccaceae auf (GrRAF und STURZENHOFECKER, 1964; Ruscuke und RatH, 1966, Abb. 1),
mit der jedoch keine Verwandtschaft besteht.

Die Linge der Zellen ist starken Schwankungen unterworfen, was sich zum Teil auf
die Kulturbedingungen zuriickfithren l4t. So bestand bei den Arten A. lutewm und
A. sangiuneum eine Tendenz zur Ausbildung langer Fadenzellen in der Nihe des Tem-
peraturmaximums (Abb. 7, 8). Die Zellenldinge nahm mit der Bebriitungstemperatur
deutlich zu und erreichte unterhalb des Maximums Extremwerte von tiber 100 1. (Akb.
5, 6, 7). Fadenzellen wurden bei einigen Stimmen an der unteren Salzgrenze beobachtet,
so z. B. beil A. sanguineum (Abb. 9, 10), A. lutewm und A. stellulatum AG9, nicht aber bei
den tbrigen Stimmen. Die Zelldicke zeigt eine stdrkere Salzabhingigkeit, und zwar
werden durchweg bei suboptimalen Salzgehalten, besonders in SiiBwassermedien,
breitere Zellen gebildet.

Einige pleomorphe Formen lassen sich auf den eigentiimlichen Teilungsmodus zurtick-
fihren, der hiufig eine I{ombination aus Einschniirung und Querwandbildung darstellt
(vgl. MeLL et. al., 1967). Vor der Teilung verjiingt sich die Zelle zunichst; anschlieBend
wird eine Querwand ausgebildet. Thre Grofle schwankt je nach dem Grad der Ein-
schniirung. Die Pole der Tochterzellen sind entsprechend rund bis spindelig. Bei 4.
sanguwineum wird anstelle einer einfachen Querwand ein breites Septum ausgebildet.
Teilung durch Einschniirung ist bei gramnegativen Bakterien verbreitet und wurde
unter anderem bei Pseudomonas (Xanthomonas) malvacearum beschrieben (STOUGHTON,
1929), bei Escherichia coli (,,germination tube growth‘, HorrmMan und Frank, 1964),

Legende zu den nebenstehenden Abbildungen (Tafel 3)

Abb. 13—15: Verlauf der Sternbildung bei Agrobacterium stellulatum A 5.
Die gekennzeichneten Zellen haben sich deutlich dem Sternzentrum genéhert.
Mikrokultur mit ZoBell-Agar. Die Aufnahmen wurden in Abstdnden von einer Stunde
gemacht. Phasenkontrast. 4 300fach.

Abb. 16—18: Sternbildendes Lebendpriaparat von dgrobacterium lutewm A 61 (3 Tage ZoBell-Nihr-
losung).

Im Rosettenfeld haben sich bewegliche Einzelzellen festgesetzt und ,,springen‘* von
hier aus zum Zentrum (s. die Zellen mit Pfeil!). Die Zeit zwischen den Aufnahmen
betriigt 15 Sckunden. Phasenkontrast. 1.800fach.
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Fusobacterium (Hampp et al., 1960) und bei Cawlobacter (Stove PoinpDEXTER und CoOHEN-
BAZIRE, 1964).

Die Teilung kann symmetrisch oder asymmetrisch erfolgen, so dafl Tochterzellen
ganz unterschiedlicher Gréfle entstehen. Im Extremfall bilden sich kleine Kokken-
formen, die am Pol eines langeren Stdbchens sitzen und an Knospenbildungen erinnern
(vgl. AHrENs und RHEINMEIER, 1967). Im Sternverband befinden sich solche knopf-
artigen Tochterzellen haufig auBBen. Eine dhnliche Anordnung wird von HEumann (1956)
fir den sternbildenden Pseudomonas rhodos (Stamm B6) abgebildet (Abb. 15) und wird
bei anderen stibchenférmigen Bakterien, die meist zu polarer Festheftung oder Stern-
bildung befihigt sind, als IXnospung beschrieben (HenrIcI und Jonnson, 1935, Abb.
8—12; Zavarzin, 1961, verschiedene ,,Blastobacter'‘-Arten, Nitrobacter winogradskyi).

Bei der Trennung der Tochterzellen kénnen Winkelanordnungen entstehen (vgl.
MouL et al.,; 1967). Der Vorgang erinnert an die Schnappteilung der Corynebacteriaceae
und konnte mehrmals in Mikrokulturen beobachtet werden.

Junge Zellen erscheinen im Phasenkontrast vollig homogen. Nach einigen Tagen
konnen sporendhnliche lichtbrechende Bereiche auftreten, die in Farbepraparaten mit
den iiblichen Anilinfarbstoffen (z. B. Gramfirbung) ungefarbt erscheinen. Es handelt
sich offenbar um fettartige Inhaltsstoffe. Sie waren besonders bei A. ferrugineum und
A. gelatinovorun zu beobachten, gelegentlich auch bei 4. stellulatum. Sporen traten nie-
mals auf.

Die Begeiflelung war nicht einheitlich. Thr Nachweis bereitete einige Schwierigkeiten,
da Beweglichkeit nur sporadisch und bei einem geringen Prozentsatz der Zellen auftritt
und durch die Schleimabscheidung leicht verdeckt wird. Zudem sind die GeiBleln sehr
zart. Polare Schleimfdden fithren zu Verwechslungen (s. u. Haftsubstanz).

Die Geilleln von A. stellulatum sind Giberwiegend polar inseriert. A. agile besitzt 1—3
polare GeiBleln. Die iibrigen Stamme tragen 1—2 Geifleln unterschiedlicher Anordnung.
Dieser Typ wird nach Conn und Worre (1938) als degeneriert peritrich bezeichnet.
Die Werte fiir Lingen und Wellenldngen sind stark gestreut. Die Rhizobiaceae zeigen
allgemein groflere Abweichungen in der Begeiflelung.

Junge Kulturen bestehen aus Linzelzellen und paarigen Zweierformen. 4. ferrugineum
bildet rechtwinklig gekreuzte Zellanordnungen aus, bei denen es sich zum Teil um
echte Verzweigungen handelt. Zellketten von A. stellulatum und A. ferrugineum liegen
gelegentlich zu parallelen Biindeln vereinigt (Abb. 11).

A. agile bildet Palisadenanordnungen aus Linzelzellen. Bei paralleler Lagerung der
Zellen entstehen in der betreffenden Kultur keine Sterne.

Sternbildung:

Die hidufigste Zellanordnung aller behandelten Arten ist die in rosettenférmigen
Aggregaten. Der Aufbau der Sternformen wurde fiir die Stamme Agrobacterium stellulatum
ADb, A. ferrugineum A7, A. lutewm AG1 und A. sanguineum A91 bereits ausfithrlich beschrieben
(AHRENS und RHEINHEIMER, 1967) und fiir die drei ersten Stimme elektronenmikrosko-
pisch untersucht (MoLL et al., 1967). Die Sternbildung der tibrigen Stimme stimmt

Legende zu den nebenstehenden Abbildungen (Tafel 4)

Abb. 19:Temperaturabhingigkeit einiger Agrobacterium-Stamme.
Tritbungsmessung in flissiger Kultur.

a: 3/10 konzentrierte ZoBell-Néhrlsung,
b—d: ZoBell-Nahrlosung.
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grundsétzlich hiermit tiberein. Es sollen daher nur die wesentlichen Ziige kurz dar-
gestellt werden.

Sternformen kommen dadurch zustande, dafl mehrere Zellen mit der polar abge-
schiedenen Haftsubstanz verkleben. Diese erscheint im Elektronenbild homogen bis
netzartig, kornig oder mehr oder weniger amorph. Sie wird von den Zellpolen in feinen
Stringen sezerniert, wie dies von der Haftsubstanz der Caulobacteraceae bekannt ist
(SToveE PoINDEXTER und CeHEN-Bazire, 1964). Der Aufbau der Sternformen variiert
je nach Stamm und Kulturbedingungen. Im einfachsten Fall setzen sie sich aus 3—5
Zellen zusammen. Sie kénnen beliebig grofler sein und aus tiber 100 Einzelzellen be-
stehen. Im Sternzentrum stoflen die Zellen mit den Polen aneinander, oder es bleibt im
Innenraum eine freie Zone, die mit lockerer Haftsubstanz erfiillt ist. In jungen Sternen
dndert sich der Winkel zwischen den Zellen noch, so daf3 sehr regelmif3ige Anordnungen
entstehen. Die Rosettenglieder kénnen eine dhnliche Formenvielfalt aufweisen wie die
Zellen anderer Kulturen. Es kann sich beispielsweise um kokkoide Stidbchen handeln,
um Fadenzellen unterschiedlicher Linge, Zellketten, Teilungsstadien, Hantelformen
und Verzweigungen. In gut beweglichen Kulturen beférdern einige begeiflelte Stern-
glieder gelegentlich kompakte Sterne fort. Nach Fiarbepriaparaten kénnen polare Geil3eln
peripher oder zentral an den Rosettenzellen sitzen. Aus kompakten Rosetten ragen
hiufig lange Fadenzellen heraus, die mit dem &duBeren Ende einem anderen Stern
angehoren konnen. Auf diese Weise kommt es zu groB3flichigen Vernetzungen.

Sog. Raupen- oder Flaschenbiirstenformen entstehen durch polare Festhaftung an
eine langgestreckte Haftsubstanz. Sie erscheint als lockere Zusammenlagerung zarter
Schleimfasern, als scharf konturierter Strang oder als feine IKKnétchenreihe. Langzellige,
offenbar éltere Rosetten von Agrobacterium stellulatum und A. ferrugineum sind gelegentlich
im Zentrum durch eine goldgelbe stark lichtbrechende Substanz verklebt, die Ansamm-
lungen von bis zu 6 ¢ Durchmesser bildet (Abb. 12). Sie wurde bereits im Zusammen-
hang mit der braunen Pigmentierung erwihnt. Stapp und KnoseL (1956¢) fanden
entsprechende lichtbrechende Kugeln im Zentrum der Sterne von Agrobacterium radio-
bacter und A. stellulatum sowie von Pseudomonas rhodos Stamm B6 und deuten sie als kom-
pakten Schleim. HEumanN (1956) hatte die Anordnung bei B6 als Polyzygoten bezeich-
net. Die beschriebenen IKKarper sollen sich in den meisten Féllen auflésen, wenn man sie
unter dem Mikroskop mit Salzsiure behandelt (Stapp und KnoOseEL, 1956¢). Bei den
eigenen Stimmen gelang das aber weder mit verdiinnter noch mit konzentrierter Sdure.

Die Sternbildung setzt in flisssigen Kulturen an der Oberfldche ein. Dort bildet sich
ein diinnes Schleimhidutchen aus, in dem sich die Zellen mit ihren Polen verfangen und
in das bald eine Vielzahl von Sternen eingebettet ist. Die Schleimschicht wird zusehends
dicker und sinkt schlieBlich als Sediment zu Boden, das beim Aufwirbeln lange Faden
zieht. Ein grof3es in eine Fliissigkeit von A. ferrugineum eingehingtes Deckglas wies nach
einem Tag in der Hohe der Flissigkeitsgrenze zahlreiche sehr kompakte Rosetten auf;
im unteren Bereich hatten sich Einzelzellen und kleinere Rosetten festgesetzt.

Daf3 die Rosettenaggregate durch Zusammenlagerung von Einzelzellen entstehen,
wurde fiir einige Stimme in Dauerbeobachtungen festgestellt. BEjjerinck und Van
DeLpen (1902) und LEeirson et al. (1964) fuhrten die Sternbildung auf Knospung

Legende zu den nebenstehenden Abbildungen (Tafel 3)

Abb. 20: Salzabhéngigkeit einiger Agrobacterium-Stamme in ZoBell-N#hrlésung mit natiirlichem
Seewasser (—————) bzw. mit NaCl (————). Tritbungsmessung.
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zuriick. Bel Agrobacterium tumefaciens bewegen sich die Schwirmzellen aktiv aufeinander
zu und heften sich polar fest (STapp und BorTers, 1931; Braun und EvLrop, 1946;
Stapp und KnNoseEL, 1956a, b; KnoserL 1962). Bei den eigenen Isolierungen scheint
die aktive Schwidrmbewegung keine Voraussetzung fiir die Sternbildung zu sein, da
Agrobacterium ferrugineum A7 regelmiflig tippige Rosetten bildet und durchweg unbeweg-
lich ist. Die Sterne von A. stellulatum A5 (Abb. 13—15) und A. ferrugineum A7 entstehen
offenbar durch Knickteilungen und anschlieBende Zellverschiebungen. Moglicherweise
kontrahiert sich die polare Haftsubstanz und vereinigt so die Zellpole. Bei A. stellulatum
konnte auflerdem die aktive Bewegung der Schwirmzellen mitwirken, was jedoch nie
beobachtet werden konnte.

Die abweichende Entstehung der Sterne von Agrobacterium luteum A61 wurde bereits
beschrieben (MovrL et al., 1967). Hier setzen sich Schwirmzellen im Vorfeld eines
Sternansatzes fest und bewegen sich dann geradlinig zum Zentrum. Wahrscheinlich
werden sie durch Fimbrien, polar inserierte kontraktile Fasern, angezogen, die elek-
tronenoptisch nachgewiesen wurden (MoLL et al., 1967). Die Bilderserie Abb. 16—18
zeigt, wie sich einige Zellen aus dem Vorfeld zum Zentrum bewegen.

Die fertigen Bakteriensterne sind sehr fest und lassen sich nur in einigen Féllen mecha-
nisch zerstéren. Durch mehrfaches Zentrifugieren oder durch Zerreiben in einem
Homogenisator wurden die Rosetten von A. stellulatum, A. ferrugineum, A. luieum und
A. sanguineum nicht verdandert. Einer Behandlung mit dem Ultraturrax-Mixstab wider-
standen die Sterne von A. ferrugineum A7 und A. sanguineum A91, nicht aber die von
A. stellulatum Ad und A. ferrugineum A13.

Uber das weitere Schicksal der Bakteriensterne 14Bt sich nichts Sicheres aussagen.
Haufig degenerieren die Zellen im Sternverband, wodurch traubige Gruppen von
Blasenzellen entstehen. Altere Kulturen enthalten gelegentlich Rosettenanordnungen,
deren Pole nur locker zusammenliegen. Moglicherweise werden die Aggregate durch
Schleim zusammengehalten. In einer Kultur von 4. stellulatum A6 konnten Anhalte fiir
die Auflésung der Rosetten gefunden werden.

Physiologische Untersuchungen

Die Ergebnisse der physiologischen Tests sind in Tab. 4 zusammengestellt. Die unter-
suchte Bakteriengruppe besitzt keine speziellen Stoffwechselleistungen. Obwohl Protein-
medien gutes Wachstum ermoglichen (Pepton, Gelatine), ist keine Abspatung von
NH, oder H,S nachzuweisen. Gelatine wird meist nicht verfliissigt.

Kohlenhydrate kénnen nur zusammen mit Pepton genutzt werden. Bei den Poly-
sachariden Alginat, Inulin, Zellulose, Chitin und Stidrke findet keine Hydrolyse statt.
Unterschiede treten beim Abbau von Glucose, Fructose, Xylose, Maltose und Glycerin
auf. A. ferrugineum sduert alle genannten IKohlenhydrate, ohne Gas zu bilden; A. stellula-
tum, A. luteum, A. sanguineum und Stamm A80 greifen keins von ihnen an. Die anderen
Stamme stehen dazwischen. Aus Glucose wird durchweg am wenigsten Sdure gebildet.
Hieraus erklart sich auch der negative Ausfall der Methylrot- und Voges-Proskauer-
Reaktion.

Die Bevorzugung eiweiBBhaltiger Nahrstoffe ist fiir marine Bakterien charakteristisch;
dagegen ist der Kohlenhydrat-Stoffwwechsel meist schwach (ZoBeLL und UpnaM, 1944;
ZoBeLL, 1946, S. 117, 142; Brisou, 1955; Haves, 1963). Aus hochpolymeren Kohlen-
hydraten wird selten Sdure oder Gas freigesetzt; einfache Zucker werden gelegentlich
gesduert, seltener entstehen Saure und Gas (ZoBerrL und UpnaM, 1944; ZoBeLL, 1946;
Brisou, 1955). Marine Formen greifen im Gegensatz zu terrestrischen Bakterien relativ
selten Grucose an (Woop, 1953).
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Das Gros der Stamme benétigt eine organische N-Quelle. Nur 4. aggregatum gedeiht
gut in einem anorganischen Stickstofl-Medium. Drei Stamme von A. sanguineum zeigen
dort schwaches Wachstum. Indol wurde in keinem Fall gebildet.

Alle Stimme besitzen eine Oxydase und das Ferment Katalase. Sie vermaégen aerob
oder anaerob zu wachsen. 4. ferruginewm kann Nitrat nicht veratmen; A. stellulatum
und 4. sanguinewm bilden wenig Nitrit; von den tibrigen Stimmen bilden einige reichlich
Nitrit und sogar Ammoniak.

Fiir Stamme der Arten A. stellulatum, A. ferrugineum, A. lutewm und A. sanguineum wur-
den die Kardinalpunkte der Temperatur und des Salzgehaltes ermittelt.

Das Temperaturoptimum der beiden ersten Arten liegt zwischen 22 und 25°C (Abb.
19, Tafel 4). A. stellulatum hat sein Maximumum 30°C, 4. ferrugineum etwas niedriger. Beide
Arten zeigen bei 2--—4°C noch eine schwache Entwicklung. Neuisolierte Staimme von
A. stellulatum ergaben die gleichen Kardinalpunkte wie einjihrige Laborstimme, die
bei 10—25°C gehalten wurden. Fiir 4. stellulatum 2 Ma/E von SiEBERT und SaHWARTZ
(19506) liegt der giinstigste Temperaturbereich ebenfalls zwischen 15 und 25°C.

A. sanguineum A91 und A. lutewm AG] besitzen Temperaturoptima um 30°C. Beide
Arten wachsen bei 2---4°C langsam. Das Maximum liegt fiir A. luteum unterhalb 37°C,
fur A. sanguineum oberhalb 37°C (Abb. 19).

Nach den Salzanspriichen lassen sich die vier Arten als halophile Brackwasserorganis-
men charakterisieren (Abb. 20, Tafel 5). A. stellulatum entwickelt sich am besten zwischen 10
und 30/, gleichgiiltig, ob NaCl oder Seewasser verwendet wird (Seewasser von 30%/y,
enthilt 25,7/, Natrium- und Chloridionen, daneben kleinere Mengen anderer Ionen.
ZoBeLL, 1946). Die obere Salzgrenze lag fiir Seewasser um 70°/5,; NaCl wirkte bereits
unter 70°/yo hemmend. A. stellulatum ist obligat halophil. Das Salzminimum liegt unter-
halb 10%4. Ein Stamm wurde sofort nach seiner Reinziichtung gepriift, die tibrigen
waren ein Jahr bei 24°/,, gehalten worden.

Die Salzoptima der Arten A. ferrugineum, A. luteum und A. sanguineum liegen deutlich
bei 10°/,, (nach einjahriger Ziichtung auf Medien mit einem Salzgehalt von 24°/y,!).
A. luteum AG1 ist obligat halophil; A. luteum Bl4 sowie A. ferrugineum und A. sanguineum
konnen in SiiBwassermedien gedeihen, allerdings bedeutend schwicher als bei Salz-
zusatz (Abb. 20).

Die niedrigen Salzoptima der untersuchten Agrobacterium-Arten sind bemerkenswert.
Sie liegen mit Werten von 10°/y, bis maximal 30°/,, deutlich im Brackwasserbereich.
Es handelt sich dabei um ein recht konstantes Merkmal, da z. B. die 10°/,(-Optima bei
langerer Laborziichtung in 24°//,-Medien erhalten geblieben sind. Trotz des niedrigen
Salzoptimums sind die Organismen halophil, z. T. sogar obligat halophil. Diese Tat-
sachen sprechen dafiir, dal3 die vorliegenden Agrobacterium-Arten echte Brackwasser-
organismen darstellen. Die Ansichten {iber das Vorkommen einer eigenstindigen
Brackwasserflora gehen zur Zeit noch auseinander. SHEwAN (1961) gibt an, dal3 halophile
Bakterien meist Salzkonzentrationen tiber 20°/,, bendtigen. Nach LArsen (1962) wird
zwischen extrem halophilen, miBig halophilen und schwach halophilen Bakterien
unterschieden, wobei die letzte Gruppe Meeresbakterien umfal3t und 15—50°/,, NaCl
benotigt. Es wire denkbar, dal3 sich bei einer eingehenden Untersuchung der Salz-
abhingigkeit zahlreiche echte Brackwasserformen feststellen lieBen mit Optima zwischen
5 und 20°/y, (s. RHEINHEIMER, 19606).

DNS-Basezusammensetzung

Da die untersuchte Bakteriengruppe, abgesehen von der Sternbildung, keine hervor-
stechenden Merkmale aufweist, sollte die taxonomische Zuordnung durch einige DNS-
Basenanalysen gesichert werden. Alle Stimme zu analysieren, war aus technischen
Griinden nicht mdéglich.
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Tabelle 1
Auswertung der DNS-Basenanalyse fir Agrobacterium luteum A 61

ermittelter  Rf-Werte Extinktionen
Base RiWert  nach Wyatt
(1951) 250 nm 260 nm 265 nm 275 nm 280 nm
Thymin . . . 0,78 0,77 0,257 0,364 0,377 0,286 0,198
Adenin ., . . 0,37 0,36 0,462 0,610 0,612 0,372 0,228
Cystosin . . . 0,48 0,47 0,174 0,398 0,521 0,637 0,612
Guanin . . . 0,24 0,25 0,680 0,501 0,451 0,445 0,408
E,q theoreti- millimolare wMol Base ~ Volumen Mol parallele
E,g0 scher Extinktions- pro ml des Eluats Base Bestimmung
Wert?) koeffizienten?) Eluat ml im Eluat
0,544 0,53 Sogs = 7,95 0,0474 5 0,237 0,197
0,374 0,375 Eggp = 13,0 0,0470 5 0235 0,205
1,536 1,53 Sopp = 10,5 0,0625 5 0,313 0,269
0,815 0,84 €950 = 11,0 0,0620 5 0,310 0,267
Mol G4C 57,0 57,0

1) aus HARBERS et al. (1904), S. 21

Tabelle 2

DNS-Basenverhédltnis einiger Agrobacterium-Stimme im Vergleich mit
Literaturangaben

Art Mol% G+C Literatur

Agrobacterium lutewm A 61 . . . . . ., . .. 57 *

A stellulatum A5, . ., . .0 L0 L L 57 *

Aoagile AS2 . . . . . . . ... 59 *

A. ferrugineum A7 . . . . . .. .. ... 60 *

A. sanguinewm A9 . . . ... ... L. 64 *

A. tumefaciens . . . . 38,5 LEE et al.
Agrobacterium Iumejauens )n(/m[mc/el )/uzogenes . 59,5—03 De Ley et al. {1963)
Cytophaga, verschiedene Arten . . . . . . . . 30—39 CoLweLL et al. (19606)
Pseudomonas cruciviae . . . . . . . . . . .. 40—42 MARMUR et al. (1963)
Achromobacter fischeri . . . . e 40—42 MAarMUR et al. (1963)
Corynebacterium, verschiedene Al ten e 46—060 MARMUR et al. (1 963)
Pseudomonas atlantica . . . e 54—306 MARMUR et al. (1963)
Rhizobium, \’C]SC]]IC(]CDL Ar an e e 59—066 DeLEY et al. (19063)
Xanthomonas pelargoni, X. hederae . . . . . . . 62—064 MAaRrMUR et al. (1963)
Caulobacter, verschiedene Arten . . . . 62—067 Stove POINDEXTER (19064)

Pseudomonas fluorescens, P. oleovorans, P. f)ngu, P.
chlororaphis, P. stutzeri, P. putida, P. aeruginosa,
P. tabaci, P. diminuta, P. nm[!i/)hi[a P. saccharo-

phila . . . . o 60—70 MARMUR et al. (1963)
Mpyxococcus fulvus, 1\[ virescens, 1\/[ \mrllms RN 66—068 MARMUR et al. 11963)
Mycobacterium phlei, M. tuberculosis, M. smegmatis 66—80 MARMUR et al. (1963)

* eigene Bestimmungen
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Fiir die Bestimmung wurde DNS in hochgereinigtem Zustand gewonnen, mit Ameisen-
sdure hydrolysiert und das Hydrolysat papierchromatographisch getrennt. Die Be-
schreibung befindet sich im Methodenteil. Tab. 1 gibt ein Beispiel fiir die spektral-
photometrische Auswertung der Analyse von Agrobacterium lutewn AGl. In Tab. 2 sind
die G - C-Werte der Stamme A. luteum AG1, A. stellulatum A5, A. agile AB2, A. ferrugineum
A7 und A. sanguineum A91 einigen Angaben aus der Literatur gegeniibergestellt. Die
gefundenen Werte liegen zwischen 57 und 64 Mol %, G 4 C und damit in demselben
Bereich wie fiir die anderen bisher analysierten Rhizobiaceae, ndmlich verschiedene
Agrobacterium (58,5—63 Mol %, G +- C) und verschiedene Rhizobium-Arten (39-—66 Mol Y,
G - C). Typische Pseudomonadales schlieBen sich bemerkenswerterweise an diesen
Bereich an (Xanthomonas 62—64%,, Caulobacter 62—67%,, Pseudomonas meist 60—70%,),
von denen die Gattung Caulobacter ebenfalls Rosetten bildet; bei der Gattung Pseudomonas
ist die Sternbildung noch umstritten (vgl. KNOseEL, 1962).

Erorterung der Taxonomie

Die physiologischen Merkmale der Ostseestimme liefern wenige Anhalte fir die
systematische Stellung. Daher mufiten fiir ihre Zuordnung vor allem die Zellform und
die Sternbildung herangezogen werden.

Unter den zahlreichen gramnegativen stibchenférmigen Bakterien wiren auller zu
den Rhizobiaceae nur Beziehungen zu den Familien Pseudomonadaceae und Achromo-
bacteriaceae denkbar. Der Gattung Pseudomonas gehoren zahlreiche Gewésserbakterien
an, die aber in der Regel polar begeiflelt und rasch beweglich sind und einen intensiven
liberwiegend aeroben Stoffwechsel besitzen. Pleomorphismus ist hier nicht {iblich,
und Sternbildung ist bei typischen Pseudomonas-Arten nicht bekannt. Zwei von HEUMANN
(1962) in diese Gattung eingefiigte Sternbilder stehen mdglicherweise den Rhizo-
biaceae nahe. Wir schliefen uns daher der Ansicht Kn#seLs (1962) an, daf3 ,,Pseudo-
monaden offenbar nicht sternbildend sind‘‘. Eine Einordnung der gelben Stimme AG1
und Bl4 in die Gattung Xanthomonas, Pseudomonadaceae, ist wegen des abweichenden
Stoffivechsels nicht méglich. Auch handelt es sich bei diesen fast durchweg um Pflanzen-
parasiten. Der unpigmentierte Stamm Bl 148t sich nicht in die Gattung Achromobacter
stellen, da diese peritrich begei3elte oder unbewegliche Bakterien umfaB3t und keine
Rosettenbildner enthilt. Stamm Bl besitzt meist eine Geillel unterschiedlicher An-
ordnung.

Auffallend ist die Ahnlichkeit zwischen pleomorphen Formen der Ostseestimme und
Angehorigen der Familien Corynebacteriaceae, Mycobacteriaceae und Myxococcaceae,
insbesondere Sporocyiophaga cauliformis, die auch zur Sternbildung befdhigt ist (GRAF
und STURZENHOFECKER, 1964; RuscHkE und Rarth, 1966). Es handelt sich in diesen
Fillen aber nur um #uBere Ubereinstimmungen; eine Zugehérigkeit zu einer der
genannten Familien ist mit Sicherheit auszuschlieBen. Die Corynebacteriaceae und
Mycobacteriaceae sind grampositiv und unbeweglich; Mpycobacterium-Arten sind zudem
sdurefest und durchweg Parasiten. Sporocytophaga cauliformis bildet im Gegensatz zu den
eigenen Isolierungen extrem schlanke flexible Zellen, die Gleitbewegungen zeigen und
unbegeiBelt sind. Die Kolonieform weicht voéllig ab; es handelt sich um flache Schwim-
kolonien.

Hinsichtlich der Sternbildung mul3ten eventuelle Beziehungen zu sechs Ordnungen
gepriift werden, wenn man die Einteilung von BErRGEY (1957) zugrunde legt. Tab. 3
stellt die Ordnungen zusammen, aus denen Rosettenformen bekannt sind. Die stern-
bildenden Organismen Seliberia stellata (ArisTovskaja und PARINKINA, 1963; Gromov,
1964), Trigonobacter und Metallogenium (PERFIL’Ev und Gasg, 1961) sind in der letzten
Auflage von BERGEY’s Manual noch nicht enthalten. Einige unzulidngliche Beschrei-
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Morphologische und physiologische
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Merkmale der Agrobacterium-Stimme.
1956) und A. tumefaciens (s. Bercry, 1957)
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bungen wurden in der Tabelle nicht erfal3it (Lonnis, 1921; Lieske, 1928; Henricr
und Jounson, 1935; Zavarzin, 1961). Ebenso lassen sich Angaben von LEIrson
(1962a, b) tiber ,,aggregatbildende* Gewisserformen in diesem Zusammenhang nicht
verwerten, da ihre Beschreibung unvollstindig ist und ihre Benennung unterblieb.
Diese Organismen kénnen den Ostseestimmen nahestehen. LEerrson stellt gewisse
Ubereinstimmungen mit der Gattung Pseudomonas fest, nimmt aber eher an, daB die
aggragatbildenden Bakterien stiellose Verwandte der Gattung Caulobacter darstellen.
Eine Einordnung nimmt er jedoch nicht vor (LErrson, 1962a, b).

Gromov (1967) beschreibt eine Reihe sternbildender Bakterien, die von Algenmaterial
isoliert wurden. 9 unpigmentierte Stimme wurden zu den Rhizobiaceae gestellt, aber
nicht benannt. 6 farblose bzw. gelbe Isolierungen mit monotricher Begeillelung wurden
bisher nicht eingeordnet.

Innerhalb der aufgefiihrten rosettenbildenden Bakteriengruppen entfllt eine Zu-
gehorigkeit zu den Gattungen Caulobacter, Asticcacaulis, Spirillum, Hyphomicrobium, Rhodo-
microbium, Blastocaulis, Thiothrix, Leucothrix oder Leptospira aus morphologischen Griinden.
Athiorhodaceae wachsen photoautotroph. Methanomonas weicht im Stoffwechsel vollig
ab. Die Gattung Pasteuria ist durch die Léngsteilung definiert, die allerdings nicht ein-
deutig nachgewiesen wurde. Clostridium (,,Granulobacter pectinovorum**, StiLLE 1953;
Cl. lochheadii, HuncAaTE 1957) ist Anaerobier. Dagegen lassen sich alle in der vorliegenden
Arbeit beschriebenen Stimme der Familie der Rhizobiaceae zuordnen, und zwar
fiigen sie sich am besten in die Gattung Agrobacterium ein. Die an einigen Stimmen
durchgefithrten DNS-Basenanalysen unterstreichen diese Verwandtschaft (s. o. Tab. 2).
Die Gattung Rhizobium umfafit , Knoéllchenbakterien® und kommt daher nicht in
Betracht. Bei der Gattung Phyllobacterium (s. KNOsEL, 1962) handelt es sich um Blatt-
symbionten. Chromobacterium ist nach BERGEY (1957) durch das violette Pigment definiert,
das bei einer Art zusammen mit einer gelblich-braunen Farbung auftritt. Chromobacterium
lividum, das unter den Sternbildnern bei KNGsEL (1962) aufgefiihrt ist, durfte definitions-
gemil} nicht in diese Gattung fallen, da es kein violettes Pigment besitzt. Auch ein aus
Boden isolierter nicht violetter Sternbildner (Nowak, 1966) sollte daher nicht als
Chromobacterium angesprochen werden.

Die Gattung Agrobacterium weist nach BErRGey (1957) u. a. folgende Merkmale auf:
»IKleine Kurzstibchen, die im typischen Fall durch 1——4 peritriche Geifleln beweglich
sind (bei nur einer Geillel ist seitliche Anordnung ebenso hdufig wie polare). Meist
gramnegativ. Gelatine wird langsam oder gar nicht verfliissigt. Freier Stickstoff kann
nicht gebunden werden, aber andere anorganische Formen von Stickstoff kénnen
gewdhnlich verwertet werden. Temperaturoptimum zwischen 25 und 30°C.“

Die Begeiflelung ist innerhalb der Gattung nicht einheitlich. Méglicherweise bereitet
ihr Nachweis auch bei anderen Stimmen Schwierigkeiten. A. stellulatum Stapp und
KNOseL 1954 besitzt eine polare Geillel. Fiir A. tumefaciens sind die Angaben meist
ungenau; BRAUN und ELrob (1946) fanden 3—6 Geifeln an einem Zellpol.

Die meisten Agrobacterium-Arten sind phytopathogen bei hoheren Pflanzen, aber
mit A. stellulatum StapP und KNOseL 1954 ist eine halophile Form aus dem marinen
Bereich bekannt. Sie wurde von faulendem Algenmaterial gewonnen (SIEBERT und
ScuwarTz, 1956). Nach KoriNek soll A. radiobacter algenlebende marine Stimme
besitzen (,,Bacterium cyanicola*‘, KoriNek 1932, 1953). Eine Reihe halophiler Ostsee-
Isolierungen lie3 sich als A. stellulatum Starp und KNOseL identifizieren. Die Zuordnung
des Stammes A5 wurde bereits ausfithrlich begriindet (AHRENs und RHEINHEIMER,
1967). Einige braune, rote bzw. gelbe Ostseestimme fallen in die Arten A. ferrugineum,
A. sanguineum bzw. A. luteum, die bei AHRENs und RuEINHEIMER (1967) definiert sind.
Die Benennung von vier weiteren Agrobacterium-Arten in der vorliegenden Arbeit wurde
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Jjeweils bei ihrer Beschreibung erldutert, ndmlich: A. agile, A. gelatinovorum, A. kieliense und
A. aggregatum. Alle untersuchten Agrobacterium-Stamme werden in Tab. 4 gegentiber-
gestellt, in der zum Vergleich auch A. tumefaciens und der A.-stellulatum-Stamm 2Ma/E
von SIEBERT und ScHwARTZz aufgefiihrt sind.

Es wire zu erwigen, die halophilen sternbildenden Rhizobiaceae aus dem marinen
Bereich von der Gattung Agrobacterium abzugrenzen. Andererseits finden sich in Suf3-
wasser ebenfalls sternbildende Bakterien (LEeirson, 1962a, b; Gromov, 1967), die,
abgesehen von der Halophilie, den marinen Rhizobiaceae offenbar sehr dhnlich sind
und zwischen beiden Gattungen stehen wiirden. Die meisten Agrobacterium-Arten
parasitiecren aber auf hoheren Pflanzen und unterscheiden sich hierdurch von den
Gewisserformen. Moglicherweise 148t sich jedoch bei diesen eine algenpathogene
Lebensweise feststellen (vgl. auch Korinex, 1932, 1953). Daher erscheint es noch ver-
fritht zu entscheiden, ob die marinen oder die gewisserlebenden sternbildenden Rhizo-
biaceae in eine eigene Gattung zu stellen sind.
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