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Aus dem Institut for JVIeereskunde an der Universitat Kiel 

Taxonomische Untersuchungen an sternbildenden 

Agrobacterium-Arten aus der westlichen Ostsee1
)

Von RENATE AHRENS 

Zusammenfassung: Aus der westlichen Ostsee wurdc eine Reihe sternbiklender Bakterien isoliert 
und taxonomisch untersucht. 28 Stiimme wurden zur Gattung Agrobacterium, Fami]ie Rhizobiaceae, 
geslellt. Einigc braune, rote und gelbc Isolierungen licllcn sich den Arten Agrobaclerium stel/11/atum 
STAPP und KNOSEL 1954 sowie A.ferruginem, A. sanguineum und A. /11/eum AHRENS und RHEINHEIMER 
1967 zuordncn. Fi.lr + weilcre Arten wcrden die Namen A. agile nov. sj,ec., A. gelati11ovoru111 110v. sj1ec., 
A. kieliense 110v. sj1ec. und A. aggrega/11111 1wv. sJ,ec. vorgeschlagen. :Morphologic, Stcrnbildung uncl 
Physiologic dcr Agrobacteriwn-Artcn wcrden bcschriebcn. DNS-Basenanalysen bci 5 Stiimmen er

gaben G+C-Werte zwischen 57 und 64 l\fol%.

Taxonomic studies on star-forming Agrobacterium spp. from the \Vestern Baltic (Summary): 
From the \Vcstcrn Baltic a number of star-forming bacteria were isolated in pure culture and classified. 
28 strains were included within the genus Agrobacterium, family Rhizobiaceae. Of these several brown, 
red and yellow isolates could be assigned lo the species Agrobacterium ste//11/atum STAPP and KNOSEL 
1954 and A. ferruginewn, A. sa11gui11t11m or A. lutewn AHRENS and RHEINHEIMER 1967. For another 
4 strains the following names are proposed: A. agile nov. sj,ec., A. gelatinovorum nou. sj1ec., A. kieliense 
110v. sj1ec., and A. aggrega/11111 nov. sjlec. ]\,forphology, star-formation and physiology of the Agrobacterium 
spp. are described. The DNA base composition of five strains was found to range from 57 to 64 moles 
per cent guanine plus cytosine. 

Einle i tung 

Stabchenformige Bakterien, deren Zellen sich polar zu Stern- oder Rosettenformen zu
sammenlagern, sind in der westlichen Ostsee sehr verbreitct. In einer frliheren Veroffent
lichung (AHRENS und RHEINHEIMER, 1967) wurden 2 sternbildencle Stamme mit braunen 
und je einer mit roten uncl gelben Kolonien beschrieben uncl cler Gattung Agrobacterium 
zugeordnet. Die vorliegende Arbeit behandelt nun weitere Agrobac/erium-Stiimme, die 
teils in die bereits beschriebenen Arten fallen, teils neu benannt werclen. 

Im 'Wasser der Kieler Bucht findet man Rosettenbilclner besonders haufig unter braun 
pigmentierten Bakterien, die auf ZoBell-Agar kleine weiGumsaumte Kolonien ausbilden. 
Diese machten wiederholt 90% der Gesamtkeimzahl aus. Von 39 untersuchten Kolonien 
clieses Typs erwiesen sich 16 als sternbildend uncl konnten bis auf eine den Arten A.

stellulatum STAPP uncl KNOSEL 1954 und A.ferrugineum AHRENS uncl RHEINHEIMER 1967 
zugeorclnet werden. 

Es lag nahe, auch unter abweichenden braunlichen Organismen nach Sternformen zu 
suchen, ferner unter solchen, die ahnlich gestaltete Kolonien anclerer Farbung ausbilclen. 

Braune Bakterien wurden in grof3erer Zahl im Elbeastuar und in verschiedenen Teilen 
der Ostsee gefunden, vereinzelt auch in der Nordsee, dem lVIittelmeer und dem Persi
schen Golf. Eine Reihe von ihnen wies Sternformen auf, besonclers solche Stamme, deren 
Wuchsform an A. stellulatum und A.ferrugineum erinnerte, jecloch lieGen sich nur einigc 
weitere Ostsee-Stamme in die Gattung Agrobaclerium stellen. Eine einheitliche Baktericn
gruppe aus Bachwasser wich vollig ab. 

1) Erster Tei! der Dissertation: ,,Taxonomische und okologischc Untcrsuchungen an sternbi!denden 
Bakterien aus der Ostsee" (geki.lrzt). Die Arbeit wurde bei Herrn Prof. Dr. Rheinhcimer, Mikrobio
logische Abteihmg des Instituts for lVIeereskuncle, angefcrtigt. Die Untersuclrnngen wurdcn von der 
Deutschen Forschungsgemeinschaft untcrshilzt. 
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Farblose, gelbe und rote Rosettenbildner konnten aus \,Vasser- und Sedimentproben, 
besonders aber von Algenmaterial isoliert werden und zum Tei\ ebenfalls der Gattung 
Agrobacterium zugeordnet werden. 

Die Agrobacterium-Stamme aus cler westlichen Ostsec wcrclen zunachst beschrieben und 
teilweise neu benannt. Anschlief3encl werden gruncllegencle Ziige ihrer Wuchsform, 
Zellmophologie, Sternbilclung und Physiologie behandelt sowie einige DNS-Basen
analysen. Die taxonomische Zuordnung wird diskutiert. 

:tvie thoden 
Isolierung von Sternbildnern: 

Sternbildende Bakterien \assen sich aus der westlichen Ostsee isolieren, indem man 
etwas !viaterial einer Wasser-, Sediment- oder Algenprobe auf Agarplatten (ZoBell 2216 E) 
ausstreicht oder mit Weichagar vermischt. .rvian bebri.itet die Platten I bis 2 Wochen und 
untersucht clann kleine knopfartige Kolonien, die im Zentrum intensiver gefarbt sind 
als am Rand, auf Rosettenformen. Zarte fadige Algen schtittelt man am besten mit 
sterilen Glasperlen, bevor man von elem vVasser Agarplatten ansetzt. Die Anreicherung 
von Sternbildnern in nahrstoffreichen Proben oder in organischen Nahrlosungen gelingt 
nicht, weil sie hier von raschwiichsigen Faulnisbakterien iiberwuchert werclen. 

Z i.ic h t u n g  u n d  Aufbewahrung 

Die Stamme ,verden auf ZoBell-Schragagar gehalten uncl alle 4-6 Wochen abgeimpft. 
Es ist zweckmaf3ig, Rohrchen mit Schraubdeckel zu verwenclen, da die untersuchten 
Organismen empfindlich gegentiber Austrocknung sine!. Die Kulturen werclen bei 
I0-20 °C aufbewahrt. 

Fli.issige Kulturen sind zum Aufbewahren nicht geeignet, da sie rascher absterben als 
Schragagarkulturen. Wohl aber iiberleben die Stamme mehrere lVIonate, wenn man eine 
gewaschene Zellsuspension in ein Gefaf3 mit mindestens 300 ml sterilem (autoklaviertem 
oder filtriertem) Seewasser iiberfi.ihrt. 

Will man von einer alteren Agarkultur eine fhissige Kultur anlegen, so empfiehlt es 
sich, eine Passage iiber Schragagar einzuschieben, cla auf cliese Weise die kompakten 
Zellaggregatc zerrieben werden und einzelne jlingere Zellen zur Entwicklung gelangen. 

Die Mehrzahl der Stamme lief3 sich lange Zeit in luftdicht verschlossenen Rohrchen 
aufbcwahren. Hierzu wurclen kurze Schraubrohrchen (7,5 cm Jang) bis zum Rand mit 
ZoBell-Agar gefollt, nach elem Autoklavieren mit einem Stich beimpft uncl fest zuge
schraubt. Sobalcl Wachstum einsetzte, wurden sie in einen I0 ° C-IGihlschrank gebracht. 
So angelegte anaerobe Kulturen waren durchweg 1-2 Jahre haltbar. 

Neuerdings werden die Kulturen gefroren getrocknet uncl bei l0 °C aufbewahrt. 
Die lVIethoden fiir die morphologische und physiologische Untersuchung wurclen m 

einer friiheren Veroffentlichung aufgefohrt ( AHRENS und RHEIN HEIMER, 1967). Dariiber 
hinaus fanden folgende Tests Anwendung: 

Ammoniakbildung aus Pepton: 
Das anfanglich verwendete lVIedium nach HAYES (1963) ermoglicht nur schwache 

Entwicklung; offenbar ist es zu konzentriert. Wachstum und Ammoniakbildung sincl 
in elem lVIecliurn for Priifung aufNitratrecluktion (ANDERSON, 1962) bcsser; zum Nach
weis cler Ammonifikation wire! es freilich ohne Nitrat angesetzt. Am besten fi.ihrt man 
beicle Tests gleichzeitig clurch. Die in Tab. 4 angegebenen negativen Ergebnisse stam
men aus elem Ansatz nach HAYES. 

Phenolabbau: 
lVIethocle von GRAY uncl THORNTON (1928) nach einer l'viodifikation von SKERMAN 

(1959, s. 146). 
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Kohlenhydrat-Abbau: 
ANDERSON (1962); spater LEIFSON (1963, MOF-Meclium). Das zweite Medium 

lieferte konstantere Ergebnisse. 

Zellulose-Abbau: 
Platten test: 1\Jiedium nach OPPENHEIMER ( 1964, S. 17); Zellulosesuspension nach 

SrmRMAN (1959, S. 156). 
Streifentest: Medium nach OPPENHEIMER ( 1964, S. I 7); Schleicher uncl Schiill 

Chromatographiepapier 2043 b Mg!. 

Chi tins pal tung: 
ZoBell-Agar 2216 E wurde mit einer sterilen Chitinsuspension vermischt uncl in 

Platten gegossen. Um chitinspaltencle Kolonien entstehen klare Hofe. (Chitin Koch
Light-Laboraties, Ltd., Colnbrook, England; Herstellung einer feinen Suspension 
nach PAECH uncl TRACEY Bd. II, 1955, S. 273f.). 

Alginat-Abbau: 
(vgl. RuscHKE uncl RATH, 1966) Priifung auf rccluzierende Zucker (Fehlingsche 

Li:isung) in ZoBell-Nahrli:isung (entspricht Medium 2216 E ohne Agar), der 1% 
Na-Alginat zugesetzt wurcle. (Na-Alginat Protanal SF 200 cler Firma Protan, Drammen, 
Norwegen). 

v\T achstum auf 1\Jiannitagar: 
Der Agar besteht aus: 20 g l\!Iannit, I g K2HP04, I g NH4N03, 20 g Agar, 750 ml 

gealtertem Seewasser und 250 ml clest. Wasser, pH 7 ,8. Er client clazu festzustellen, 
ob 1\Jiannit als einzige C-Quelle verwenclet werclen kann (vorausgesetzt, claB nicht der 
Agar selbst angegriffen wire\). 

Wachstum in l\!Ieclien aus Algen, l\ili:ihren uncl Fisch: 
Entsprechencl elem l\ili:ihrenmeclium von STAPP uncl BoRTELS (1931, s. Angaben von 

BRAUN uncl ELROD, 1946) wurclen Extrakte bzw. Agarmeclien aus Fucus vesiculosus, 
Enteromorpha spec., Laminaria saccharina uncl tvli:ihren bereitet, ferner eine Fisch
bouillon aus Hering. 

Karclinalpunkte cler Temperatur, des Salzgehaltes uncl Reaktion: 
Triibungsmessung in ZoBell-Nahrli:isung (Eppenclorf Photometer mit Nephelo

meter-Zusatz, Filter 546 nm, I cm IGivetten). Zur Bestimmung cler Salzabhangigkeit 
wurcle die Nahrli:isung mit Leitungswasser hergestellt und mit entsprechenclen l\!Iengen 
NaCl (Sonnensalz) versetzt. Daneben wurden auch hinsichtlich ihres Salzgehaltes 
verschieclene ZoBell-Nahrli:isungen mit Nordseewasser hergestellt, clas in unterschiecl
lichem 1\JiaBe vercliinnt bzw. konzcntriert worclen war. 

DNS-Basenanalysen ;l) 
Hochgereinigte Bakterien-DNS wurde nach cler Vorschrift von MARMUR (1961) 

gewonnen. Zur Anzucht cler Zellen bewahrten sich Ri.ihrkulturen von je 1,5 Liter 
ZoBell-Meclium in 2 -Liter-Steilbrustflaschen. Die Bestimmung cler DNS-Basenzu
sammensetzung erfolgte nach WYATT (1951) uncl vVYATT uncl CormN (1953) folgen
clermaBen: Jeweils 1-1,5 mg gereinigte DNS wurclen in 6 X 100 mm Ri:ihrchen mit 
5 ml 98% Ameisensaure 30 Minuten bei 175° C hyclrolysiert. Das Hyclrolysat wurcle
getrocknct, in 40-80[.JJ n HCL aufgenommen uncl aufsteigend mit lsopropanol/HCI 
chromatographiert ( I 00 ml Laufmittel enthielten 65 ml abs. Isopropanol uncl 0,2 :tvlol 
HCI) (Papier Schleicher uncl Schiill 2043 b IVIgl). Die Chromatogramme trockneten 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur. Die Fiecke wurclen gegen UV-Licht von 254 nm 

1) Frau Dr. Kramer, Institut mr Physiologische Chemie dcr Universitat Kiel, ertcilte wichtige 
Ratschliigc flir die Durchftihrung cler DNS-Basenanalysen, wofOr ich herzlich clanke. 
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identifiziert (Camag Universal UV-Lampe Typ TL -900, :tvluttenz, Schweiz), einige 
Stunden mit je 5 ml 0,1 n HCl eluiert und mit Hilfe des Spektralphotometers Zeiss 
P:tvl Qll quantitativ ausgewertet. Das Verhaltnis der Extinktionen bei 280 nm uncl 
260 nm ist eine for jede Base spezifische Kenngro13e (S. BARBERS et al., 1964). Die 
Basenmengen errechnen sich aus einem Extinktionswert nahe dem IVIaximum und 
dem zugehorigen millimolaren Extinktionskoeffizienten, der aus der Literatur zu ent
nehmen ist (BARBERS et. al., 1964, S. 21). Tab. I stellt am Beispiel Agrobacterium 
l11te11111 A 61 eine Auswertung dar. 

Beschre ibung  der  Stamme 

Die wichtigsten :tvlerkmale der Agrobacterium-Stamme aus der westlichen Ostsce werden 
entsprechencl den Angaben in BERGEY's i'vlanual stichwortartig zusammengefa13t und in 
Tab. 4 gegeniibergestellt. 

Agrobacterium stellula/11111 STAPP und KNoSEL 1954 

Stamme: A I, A 4, A 5, A 6, 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. stellulatum, von denen noch 8 in Kultur gehalten 
werden. 3 von ihnen zeigen gelegentlich Beweglichkeit. Die Anordnung der Gei13eln 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 Agrobacterium-Stamme anzusprechen. Da sie aber 
in alien i.ibrigen :tvierkmalen mit elem sternbildenden A. stellulatum i.ibereinstimmen, 
sind sie dennoch zu dieser Art zu stellen. :tvioglicherweise sind auch diese Stamme in 
ihrem nati.irlichen Milieu zur Sternbildung in der Lage. Werden sie mit berlicksichtigt, 
so lautet die Beschreibung cler Art folgenclerma13en: 
Stabchen, geracle oder sch,vach gekri.immt, 0,4-0,9 X 1-5µ, meist 0,6-0,8 X l,3-2p .. 

Pole rund bis spinclelig. Teilung clurch Querwanclbilclung oder Einschni.irung. Diplo
formen, Faclenzellen, gelegentlich Verzweigungen. Einige Stamme beweglich durch 
1-8 meist polare Gei13eln, bis 9 p. lang, Wellenlange meist 2,6-2,8 p .. Einige Stamme
intensiv sternbilclencl.

Agarkolonien (ZoBell 2216 E) rune!, flachkonvex, ganzranclig, zunachst farblos glasklar, 
spiiter tri.iber uncl leicht opalisierencl, schlie13lich mit tri.ibem schokolaclenbraunem 
Zentrum uncl hellem Rand. :tvlaximal 2 mm Durchmesser. 

Agarstich (Kohlenhydratagar): Wachstum farblos, erinnert an Wattcbausch. Beweg
liche Stiimme bilclen einen gleichma13igen \,Vachstumsschleier aus. 

Fllissige Kultur: gleichma13ige Tri.ibung, ockerfarbenes schleimiges Sediment. Gute 
Sternbilclner wachsen am Glas, bilclen einen Ring aus runclen Kolonien uncl eine Haut. 

Grammegativ; die Zellen sine! nicht siiurefest. 
Keine Enclosporenbilclung 
Oxyclase: + 

Katalase: + 

Fakultativ anaerob. 
Gelatinestich: keine Verfli.issigung; braune perlartige Kolonien im Stich. 
Gelatineplatte: keine Hydrolyse 
H

2
S aus Pep ton + Cystein: -

NH
3 

aus Pepton: wenig (wurcle bisher negativ bewertet) 
NH

3 
aus Harnstoff: 
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Lackmusmilch: kein Wachs tum 
Nitrat: regelma.Big sch,vache Reduktion zu Nitrit 
Sulfatreduktion: kein vV achstum 
Anorganisches N-l'vieclium: kein Wachstum 
Starke, Zellulose, Inulin, Chitin, Alginat: kein Abbau 
Oxydativ weder Saure noch Gas aus Glucose, Fructose, l'viannose, Xylose, l'vialtose, 

Glycerin, Dulcit, Sorbit, meso-Inosit, Raffinose, Salicin. Aus Galactose, Arabinose, 
Mannit, Adonit, Rhamnose, Trehalose in einzelnen Fallen oxydative Saurebildung 
ohne Gas. 

l'viethy !rot- und \! oges-Proskauer-Reaktion: 
l'viannitagar: Wachstum cli.irftig oder fehlend 
Inclol: 
1 % Phenol: keine Entwicklung 
Kartoffelkeil: kein Wachstum 
:tviohrenmedien (fli.issig oder als Agar): kein Wachstum 
Laminaria-Extrakt oder -agar: kein v\Tachstum 
Fisch bouillon: kein \,V achstum 
Anspruchslos, i.iberlebt mehrere l'vionate in IVIeerwasser. 
Temperatur: Optimum 22-25° C. Unter I0 ° C sehr langsame Entwicklung. l'viaximum 

um 30 ° C. 
Salz: Optimum zwischen 10 uncl 30°/00• l'VIaximum zwischen 70 uncl 100°/00 • Obligat 

halophil.
pH: gute Entwicklung zwischen pH 6,5 und 8,5. 
DNS-Basenverhaltnis: 57 Mo!% G + C 
Vorkommen: Kieler Bucht, sehr verbreitet. 
Stamm A 5 isoliert aus \!Vasser von Breitgrund. 

Agrobacterium S t a m m  A 80  

Stamm A 80  ist in die Na.he von A. stellulatum zu  stellen, weicht aber <lurch die blasse 
Pigmentierung und die sehr unregelma.Bige Zellform ab. 
Stabchen, 0,7-0,9 IJ. breit, 0,8-3 fl· Jang oder betrachtlich !anger. Fadenzellen. Pole 

abgerundet. Rosetten, Raupenformen. In ZoBell-Nahrlosung Zellen groBtenteils 
deformiert (bacteroicle Formen), unbeweglich, Rosetten erinnern an Brombeeren. 
In Fischbouillon Rosetten aus schlanken Stabchen, bewegliche Zellen. Der Nachweis 
cler GeiBeln gelang nicht. 

Agarkolonien (ZoBell 2216E) bei cler Isolierung blaBbeige, bei weiterer Zi.ichtung 
farblos, leicht clurchscheinencl ,rune!, konvex, ganzranclig mit glatter glanzencler Ober
flache. In 5 Tagen bis zu I mm groB, in 14 Tagen bis 1,5 mm. Keine Entwicklung auf 
Lei tungswasseragar. 

Agarstich (Kohlenhyclratagar): gleichma.Biger v\Tachstumsschleier. 
Fhissige Kultur: Tri.ibung, Haut, Sediment. 
Gramnegativ. 
Oxydase: + 

Katalase: + 

Fakultativ anaerob 
Gelatinestich: keine Verfli.issigung, perlartiges \,Vachstum. 
H

2
S aus Pepton + Cystein: -

Ammoniak aus Pepton: 
Harnstoffspal tung: -
Nitrat wire! zu Nitrit recluziert. 
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Anorganisches N-:tviedium: kein Wachstum. 
Starke, Zellulose, Chitin, Alginat: kein Abbau. 
Oxydativ weder Saure noch Gas aus Glucose, Fructose, Xylose, :tvialtose, Glycerin. 

Fermentativ weder Saure noch Gas aus Glucose. 
:Methylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion: -
lnclol: -
Isoliert aus Ostseewasser (DarGer Schwelle), S 19,5°/00 

Agrobacterium ferrugineum AHRENS uncl RHEINHEIMER 1967 
Stamme: A 7, A 3, A 10, A 13, A 43. 
In diese Art fallen 5 cler 39 braun pigmentierten Stamme, im Verhaltnis zu A.

stellulatum also vergleichsweise wenige. Beide Arten sine! sehr ahnlich. A.ferrugineum

weicht nur in folgenclen Punkten von A. stellulatum ab: Die Pigmentierung ist clunkier. 
Auf Si.iGwassermedien ist sch,vaches Wachstum moglich. Nitrat wircl nicht recluziert. 
Der Kohlenhydratstoffwechsel ist intensiver. In Laminaria-Meclien erfolgt bei di.irftiger 
Entwicklung gute Sternbilclung. Der Typ cler Art ist Stamm A 7 (AHRENS uncl RHEIN
HEIMER, 1967). Beweglichkeit tritt nur bei Stamm A 43 regelmaGig auf. Stamm A 3 
konnte ein U-Rohr nur im absteigenclen Schenkel clurchwachsen, ist also unbeweglich. 
Stabchen, geracle oder schwach gekri.immt, 0,5-1, I 1,. breit, 1,5 IJ· lang oder erheblich 

!anger. Pole rune! oder leicht spinclelig, gelegentlich keulenformig angeschwollen.
Nur zum Tei! beweglich clurch eine Geil3el unterschiecllicher Anorclnung. Zellen ein
zeln oder paarweise, gelegentlich gekreuzt. Verzweigungen. Rosetten.

Agarkolonien (ZoBell 2216 E) rune!, flachkonvex, ganzranclig. Anfangs farblos, spater 
leicht milchig, opalisierencl, schlief3lich mit kraftigbraunem tri.ibem Zentrum uncl 
weiGem Saum. Bis zu 2 mm groG. 

Agarstich (Kohlenhyclratagar): Neigung zu fein verasteltem Wachstum, im Agar weiB, 
au cler Oberflache schokolaclenbraun. 

Fli.issige Kultur: Tri.ibung, ockerfarbenes schleimiges Sediment, Wachstum am Glas, 
Ring aus runclen Kolonien, Haut. 

Gramnegativ; nicht saurefest. 
Keine Enclosporenbilclung. 
Oxyclase: +
Katalase: +
Fakultativ anaerob, bevorzugt aerob. 
Gelantinestich: keine Verfli.issigung, grof3e runcle Kolonien, braun mit weif3em Saum. 

Gelatineplatte: keine Hydrolyse. 
H

2
S aus Pepton + Cystein: 

NH
3 

aus Pepton: wenig 
NH

3 
aus Harnstoff: -

Lackmusmilch: kein W achstum 
Nitrat: keine Recluktion 
Sulfatrecluktion: -
Anorganisches N-:tvleclium: kein \,Vachstum 
Starke, Zellulose, Inulin, Chitin, Alginat: kein Abbau 
Oxyclative Saurebilclung ohne Gas aus: Fructose, Xylose, :tvialtose, Trehalose, Glycerin, 

uncl in geringem :tviaGe aus Glucose. :tviannose, Galactose, Sorbit, :tviannit, Adonit, 
meso-Inosit und Salicin werden z. T. oxydativ gesauert. Keine Oxyclation von Arabi
nose, Dulcit, Raffinose. 

:tviethylrot- uncl Voges-Proskauer-Reaktion: -
Mannitagar: wenig vVachstum 
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Indol: 
1 % Phenol: kein Wachstum 
Kartoffelkeil: kein Wachstum 
Mohrenmedien (fli.issig oder als Agar): kein Wachstum 
Laminaria-Extrakt oder -agar: cli.irftiges Wachstum, intensive Resettenbilclung. An

spruchslos, i.iberlebt mehrere :tvionate in lvleerwasser. 

Temperatur: Optimum um 22 ° C. Unter I0° C sehr langsame Entwicklung. :tviaximum 
unterhal t 30 ° C. 

Salz: Optimum zwischen 10 uncl 30° / 00 • Ohne Salz schwa ch es Wachstum moglich. 
lviaximum um 50°/00 • 

pH: gute Entwicklung zwischen pH 6,5 uncl 8,5. 
DNS-Basenverhaltnis: 60 Mo!% G -+- C 
Vorkommen: Kieler Bucht, verbreitet. 
Stamm A 7 isoliert aus \!Vasser von Breitgruncl. 

Agrobacterium luteum AHRENS uncl RHEINHEIMER 1967 

Stamme A 61, B 14. 

Bei cler Definition cler Art lag Stamm A 61 als Typ zugruncle (AHRENS uncl RHEIN
HEIMER, 1967). Stamm B 14 weicht umvesentlich hiervon ab: Die Begeif3elung ist ,,cle
generiert peritrich" (haufig 1-3, seltener bis zu 8 Geif3eln unterschiecllicher Anorclnung). 
Auf Leitungswasseragar zeigt Stamm A 61 keine Entwicklung, bei Stamm B 14 setzt 
verspatet schwaches \,Vachstum ein. Wahrencl A 61 sehr wenig Nitrit aus Nitrat bilclet, 
erfolgt bei B 14 Recluktion zu Ammoniak. Im ubrigen besteht Obereinstimmung. 

Eiformige langgestreckte Stabchen, 0,4-0,8 11. breit, 1-7 1.1. lang, geracle oder leicht 
gekri.immt. Faclenzellen. Verzweigungen. Vermehrung meist cine Kombination aus 
Querteilung uncl Einschni.irung. Einzelzellen rasch beweglich. 1-8 Geif3eln unterschiecl
licher Anorclnung. Lange 3-9 µ. vVellenlange schwankencl, haufig um 2-2,2 p .. Lange 
polare Fimbrienbi.ischel. 

Agarkolonien (ZoBell 2216 E) langsam wachsencl, rune\, ganzranclig, anfangs blaf3gelb, 
glasklar, konvex mit glatter glanzencler Oberflache, spater zitronengelb, tri.ib, matt, 
erhaben mit schmalem terrassenformigem Rand, maximal 1 mm grof3. Auf Leitungs
wasseragar Entwicklung schwach oder fehlencl. 

Agarstich (Kohlenhyclratagar): Tenclenz zu fein verasteltem Wachstum. 

Fli.issige Kultur: wenig Trubung, feste vVachstumsschicht am Glas, Ring aus runclen 
Kolonien, Haut. 

Gramnegativ. 
Oxyclase: +
Katalase: +
Falkulativ anaerob, bevorzugt aerob. 
Gelatinestich: kein Abbau, Wachstum im Stich perlartig 
H

2
S aus Pepton + Cystein: -

NH
3 

aus Pepton: wenig 
Nitratrecluktion: sehr wenig Nitrit; ein Stamm bilclet NH

3 

Anorganisches N-lvleclium: kein Wachstum 
Starke, Zellulose, Chitin, Alginat: kein Abbau 
Oxyclativ wecler Saure noch Gas aus Glucose, Fructose, lvialtose, Glycerin. Aus Xylose 

wenig oder keine Saure. 
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:Nlethylrot- uncl Voges-Proskauer-Reaktion: -
Inclol: -
Fisch bouillon: ein Stamm gecleiht (B 14) 
Fucusextrakt: keine Entwicklung 
Temperatur: Optimum 30°C. v\Tachstum unter IO''C sehr langsam. lVIaximum um 37°C. 
Salz: Optimum 10°/00• 

Ohne Salz wenig oder kein \1\Tachstum. Maximum um 50°/00 • 

pH: gi.instigster Bereich pH 6,5-8,5. Optimum um pH 8,0. 
DNS-Basenvcrhaltnis: 57 1vfoJ (% G + C 
Isoliert: Ostsee 

Agrobac/erium sangui11e11111 AHRENS uncl RHEINHEIMER 1967 
Stamme: A 91, A 92, A 87, A 88, A 89. 
Als Typ cler Art wurcle Stamm A 91 beschrieben (AHRENS uncl RI-IEINI-IEIMER, 1967). 

A 92 ist, soweit geprlift, clamit iclentisch. Beicle Stamme wachsen in blutroten Kolonien 
Drci weitere Isolierungen A 87, A 88, uncl A 89 weichen nur unwcsentlich ab: ihr Pign1e:1t 
tencliert mehr nach ziegelrot, uncl sie zeigen in einen1 anorganischen Stickstof-Ii11edium 
geringes \,Vachstum, wogegen sich A 91 und A 92 gar nicht N-auotroph entwickclP. 
A 89 wachst meist zu sparlich, um Nitrat merklich zu reduzieren. A 87, A 88 und A 89 
werclen zur Art A. sa11g11i11e11111 gestellt. 
Stabchen 0,5-1 p. breit, 0,8-4 IL lang oder !anger. Pole rune\ oder leicht spinclelig. 

Neben Querteilung auch Teilung durch Einschntirung. Beweglich clurch 1-2 Geil3eln 
von degeneriert peritricher Anordnung, Lange 2-7 IL, \,Vellenlange 2-4 11 .. Gelegent
lich polare Schleimfaclen. Intensive Rosettenbilclung. 

Agarkolnien (ZoEell 2216 E) rund, konvex, ganzrandig n1it glatter glanzender Ober
flache, zunachst fast farblos, clurchscheinend mit zunehmender Rotfarbung vom 
Zentrum her trUber werclencl. Pigmentierung ziegelrot bis blutrot, im Alter clunkelrot. 
l\!Iaximal 1 mm grol3. Auf Leitungswasseragar ktimmerliche Entwicklung. 

Fltissige Kultur: Trtibung, rotes Sediment, v\Tachstum am Glas, Ring aus rotcn Kolonien, 
Haut. 

Gramnegativ 
Oxyclase: --j
Katalase: --j-
Fakultativ anaerob, vorzugsweise aerob. 
Gelantinestich: keine Verfllissigung, perlartiges v\Tachstum. 
H

3
S aus Pepton + Cystein: -

Ammoniak aus Pepton: + (Test nach HA YES: -) 
Ammoniak aus Harnstoff: -
Nitratrecluktion: wenig Nitrit 
Anorganisches N-l'vleclium: v\Tachstum fehlend oder schwach. 
Starke, Zellulose, Chitin, Alginat: kein Abbau 
Oxyclativ wecler Saure noch Gas aus Glucose, Fructose, Xylose, rvialtose, Glycer:n. 
l\!lethylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion: 
Inclol: -
Extrakt aus Fisch bzw. Fucus: kein \Vachstum 
Anspruchslos, tiberlebt mehrere l\!Ionate in l'vieerwasser. 
Temperatur: Optimum 30° C. U nter 10' C nur langsame Entwicklung. i\1Iaximum 

zwischen 3 7 und 40° 
c.

Salz: Optimum 10° / 00• \,Vachstum ohne Salz schwach, j\1faximum um 40° / 00• 

pH: bestes \1\Tachstum pH 6,5-8,5 
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DNS-Basenverhaltnis: 64 lVIol% G + C

Vorkommen: westliche Ostsee bei Salzgehalten unter 10°/00• 

Agrobacterium agile 110v. sjJec. Stamm A 82 
Der Artname geht auf die intensive Beweglichkeit zuriick, die zur Ausbildung breiter 

Schwarmsaume ftihrt. Trotz der polaren Begeil3elung soil der Stamm nicht der Gattung 
Pseudomonas zugeordnet werden, da diese durchweg Glucose oxydiert uncl Nitrat reduziert 
(s. BERGEY, 1957). Zudem konnte bei typischen Pseudo111011as-Arten nie mit Sicherheit 
Sternbildung festgestellt werden (KNOSEL, 1962). Das DNS-Basenverhaltnis ist mit 
59 �fol% niedriger als das der meisten Pseudomonas-Arten (60-70%, s. Tab. 2) und 
fallt in den Bercich for die Gattung Agrobacterium, mit der auch im tibrigen gute -Ober
einstimmung besteht. Art der Begeil3elung, Kolonieform uncl -pigmentierung, Ammoniak
bildung aus Pepton, fehlende Nitratreduktion und Kohlenhydratoxydation grenzen den 
Stamm gegen andere Agrobacterium-Arten ab. 
Stabchen 0,6-0,9 11. brcit, 1,2-4 11· lang, haufig 2-2,5 11·i gerade oder leicht gekrilmmt. 

Pole rund oder leicht spindelig. Fadcnzellen. Ketten, Klumpen, Rosetten. Rasch bc
weglich durch 1-3 polare Geil3eln, Lange 4-5 µ, Wellenlange 2 11·· Polare Fest
heftung an Glasflachen. Haufig sind zwei Zellen in ihrer Langsrichtung durch cine 
unsichtbarc starre Substanz von 4-5 µ Lange polar verbunden. Solche Zcllpaare be
wegten sich rasch in ihrer Langsrichtung, wobei die Bewegungsrichtung plotzlich 
umgekehrt werden konnte. 

Agarkolonien (ZoBell 2216 E) bei der Isolierung hellbraun, spater farblos, rund, flach, 
durchscheinend, mit glanzender Obcrflache, intensiv schwarmcnd. Kolonien bis 
1 mm grol3, Schwarmsaume bis 2 mm breit, glatt oder fein gezahnt. Wachstum und 
Schwarmtatigkeit sind auf Brackwasseragar (8°/00) am intensivsten, bci zunehmenden 
Salzgchalten und auf Leitungswasseragar schwacher. 

Agarstich (Kohlenhydratagar): horizontale Wachstumsschichten. 
Flilssige Kultur: Triibung, Wachstum am Glas, dicke Haut aus runden Kolonien, 

Sediment. 
Gramnegativ. 
Oxydase: +
Katalase: +
Fakultativ anaerob, vorzugswcise aerob. 
Gelatinestich: keine Verfltissigung, perlartiges v\lachstum. 
H

2
S aus Pepton + Cystein: -

Viel Ammoniak aus Pepton. 
Nitrat: keinc Reduktion 
Anorganisches N-J'viedium: kein Wachstum 
Starke, Zcllulose, Chitin, Alginat: kein Abbau. 
Oxydativ weder Saure noch Gas aus Glucose, Fructose, Xylose, �1altose. \,Venig Saure 

aus Glycerin. Fermcntativ weder Saure noch Gas aus Glucose. 
J'viethylrot- und Voges-Proskaucr-Reaktion: -
Indal: 
Fakultativ halophil 
DNS-Basenverhaltnis: 59 Mo1°fc> G + C

Isoliert aus Ostseewasscr ( querab Hiddensec), S 7° / 00 • 

Agrobacterium gelati11ovorum 11ov. sj1ec., Stamm B 6 
Es handelt sich um eincn typischen Vertrcter dcr Gattung Agrobacterium, der <lurch 

die intensive Nitratreduktion und den vollstandigen Abbau von Gelatine auffallt. 
Die letzte Eigenschaft lag seiner Benennung zugrunde. 
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Stabchen 0,8-0,9 11. breit, 2-4 11. Jang, meist in der Mitte eingeschniirt, mit einem licht
brechenden Plasmaeinschlul3 in jedem Abschnitt. Keine Endosporen. Pole rund oder 
spindelig. Teilung auch <lurch Einschniirung. 

Starke Rosettenbildung. Beweglich <lurch eine meist polare Geil3el von unterschiedlicher 
Gestalt, teilweise gestreckt, Lange 7--13 11., Wellenlange 1,8-4,5 [1. Rosettenzellen 
tragen die Geil3el am zentralen oder peripheren Pol; diese Geil3eln ·wirken haufig 
,,curly''. 

Agarkolonien (ZoBell 2216 E): milchige Kolonien mit winzigem dunklerem Zentrum, 
rund, ganzrandig, flachkonvex, glatt, glanzend, gegen Licht opalisierend. Nach 
5 Tagen bis 1 mm grol3. Auf Leitungswasseragar kein Wachstum. Beste Entwicklung 
auf Brackwasseragar (8°/00). 

Agarstich (Kohlenhydratagar): flockiges Wachstum. 

Fliissige Kultur: wenig Triibung, Sediment. 

Gramnegativ. 
Oxydase: +
Katalase: +
Fakultativ anaerob. 
Gelatinestich: vollstandiger Abbau, trichterfi:irmig. 
H

2
S aus Pepton + Cystein: -

Ammoniak aus Pepton: -
Nitrat wire\ vollstandig zu Nitrit reduziert uncl in gri:iBerer l'vienge zu Ammoniak 
Anorganisches N-l'viedium: kein Wachstum 
Starke, Zellulose, Chitin, Alginat: kein Abbau. 
Oxydativ ,veder Saure noch Gas aus Glucose, Fructose, Xylose, l'vfaltose, aber Saure aus 

Glycerin. 
l'viethylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion: -
Indol: -
Obligat halophil. 
lsoliert aus Sediment der Kieler Forde. 

Agrobacterium kieliense nov. sj;ec., Stamm B 9 
Der Stamm wurde aus einer Wasserprobe isoliert, die in der Na.he des Feuerschiffs 

Kiel entnommen worden war. Er zeigt gute Obereinstimmung mit den Gattungsmerk
malen. Wellenlange der GeiBeln, Pigmentierung, H

2
S-Bildung, Nitratreduktion und die 

Oxydation von Kohlenhydraten fiihrten zur Abgrenzung einer cigenen Art. 
Stabchen, 0,5-0,8 µ. breit, 1,3-2,6 µ. Jang. Enden abgerundet. Intensive Rosettenbildung, 

Raupenformen. Abscheidung einer polaren Haftsubstanz. Einzelzellen lebhaft be
weglich. 1\ifeist eine GeiBel, polar bis subpolar, Lange 8 f.l·, Wellenlange 1,3 1.1., 

Agarkolonien (ZoBell 2216 E) milchig, gegen Licht leicht durchscheinend und opali
sierencl. Nach 5 Tagen bis I mm groB, runcl, flachkonvex, ganzrandig, mit glatter 
glanzencler Oberflache, in cler Mitte beige geti:int. Altere Kolonien bis 2 mm groB. 
Auf Leitungswasseragar kleine Kolonien. 

Fliissigc Kultur: \,Vachstum am Glas; Ring aus runden Kolonien, Haut, Sediment. 

Gramnegativ. 

Oxyclase: +
Katalase: +
Fakultativ anaerob. 
Gelantinestich: keine Verfliissigung, perlartiges \1\Tachstum. 
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H
2
S aus Pepton + Cystein: + 

Ammoniak aus Pepton: 
Nitrat wircl zu Nitrit uncl Ammoniak recluziert. 
Anorganisches N-1vieclium: kein vVachstum. 
Starke, Zellulose, Chitin Alginat: kein Abbau. 
Oxyclative Saure, aber kein Gas aus Xylose uncl Glycerin. Wenig Saure aus Fructose 

uncl 1vialtose. Keine Saure aus Glucose. 
Methylrot- uncl Voges-Proskauer-Reaktion: -
Inclol: -
Fakultativ halophil. 
Isoliert aus Wasser cler Kieler Bucht (Feuerschiff). 

Agrobacterium S tamm B 13 

Agrobacterium Stamm B 13 ist weitgehencl mit A. kieliense iclentisch, recluziert aber im 
Unterschiecl zu cliesem Nitrat nur zu Nitrit uncl bilclet keine Saure aus 1vialtose. 1vior
phologisch bestehen leichte Abweichungen. 

Stabchen, 0,8-1 IJ, breit, 1--4,5 iJ. lang, meist 1 X2-2,5 iJ .. Enclen abgerunclet. Einfache 
Verzweigungen. Intensive Rosettenbilclung. Beweglich clurch eine, seltener zwei 
Geil3eln in ,,clegeneriert peritrischer" Anorclnung, Lange 6-7 IJ., Wellenlange 1,3 ll·, 
selten bis 2 iJ .. 

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 
uncl besitzen eine glatte Oberflache. Nach 5 Tagen bis I mm grol3, spater maximal 
1,5 mm. AufLeitungswasseragar sehr schwaches Wachstum. Fliissige Kultur: ·wachs
tum am Glas, flockige Trtibung, Ring aus runden Kolonien, Haut, Sediment. 

Gramnegativ. 

Oxydase: + 

Katalase: + 

Fakultativ anaerob, vorzugsweise mikroaerophil. 
Gelatinestich: keine Verfliissigung, perlartiges Wachstum. 
H

2
S aus Pepton: Cystein: + + 

Ammoniak aus Pepton: -
Nitrat wird zu Nitrit reduziert. 
Anorganisches N-Medium: kein \,Vachstum. 
Starke, Zellulose, Chitin, Alginat: kein Abbau. 
Oxydativ Saure, aber kein Gas aus Xylose und Glycerin. Etwas Saure aus Fructose. 

Weder Saure noch Gas aus Glucose uncl l\tlaltose. 
:rviethylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion: -
Indol: -
Fakultativ halophil. 
Isoliert aus Wasser der Kieler Bucht (Feuerschiff). 

Agrobacterium aggrega/11111 1wu. sj1ec., Stamm B l 

Es handelt sich um eine typische Agrobacterium-Art, deren Name auf die intensive 
Ausbildung von Rosetten und Raupenformen zurikkgeht. Zur Abgrenzung einer eigenen 
Art gaben u. a. die Ammoniakbildung, die alkalische Reaktion in Lackmusmilch, die 
N-Autotrophie und das Wachstum in Fischbouillon Anlal3. 
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Stabchcn, 0,8-1,3 11. breit, 2,4--4,5 11· lang, gcradc oder leicht gekri.immt. Enden ab
gerundet. Gelegentlich einfache Verzweigungen. Starke Rosettenbildung, Raupen
formen. Rasch beweglich, Begeil3elung ,,degeneriert peritrisch", Lange der Geil3eln 
3-8 11., Wellenlange 1,3-1,7 11 ..

Agarkolonien (ZoBell 2216 E) nach 5 Tagen bis 1 mm grol3, rune!, ganzrandig, glanzend, 
flach konvex. Groi3e Kolonien haben ein etwas dunkleres wei131iches Zentrum. Nach 
14 Tagen ist die Farbung cremefarben; die Grol3e erreicht 1 ,5 mm. Auf Leitungs
wasseragar langsames Wachstum. 

Agarstich (Kohlenhydrataga1·): gleichmal3iges v\Tachstum, besonclers oben. 
Fli.issige Kultur: ·wenig Triibung, zarte Haut, Ring, Sediment. 

Gramnegativ. 

Oxydase: + 

Katalase: + 

Fakultativ anaerob, bevorzugt aerob. 
Gelatinestich: keine Verfli:tssigung, perlartiges Wachstum. 
H

2
S aus Pepton + Cystein: 

Ammoniak aus Pepton: + 

Lackmusmilch: koaguliert, alkalisch. 
Nitrat: Reduktion zu Nitrit 
N-autotroph (wachst in einem anorganischen N-lvledium).
Starke, Zellulose, Chitin, Alginat: kein Abbau.
Oxydative Saurcbildung ohne Gas aus Xylose und lvlaltose. v\Tenig Saure aus Fructose

und Glycerin. Keine Saure aus Glucose. Fermentativ wire\ aus Glucose Saure gebilclet, 
aber kein Gas. 

l'vlethylrot- und Voges-Proskauer-Reaktion: -
Mannitagar: kein \,V achstum. 
Inclol: -
Wachst in Fischbouillon. 
Ohne Salz diirftiges vVachstum. 
Isoliert aus Sediment cler Kieler Bucht. 

lvlorphologi sche  Untersuchung 

Die \,Vuchsform, Zellmorphologie und Sternbilclung der untersuchten Agrobacterium
Stamme weisen gewisse gemeinsame lvlerkmale auf, die im folgenclen herausgestellt 
werclen. 

v\Tuchsform: 

Die typischen Oberflachenkolonien sind klein uncl rund, in den ersten Tagen flach 
konvex und wie glasklare Fliissigkeitstropfchen aussehencl. Sie besitzen einen glatten 
Rand und eine glanzende Oberflache. Kolonien, die spater braune oder beige Farbtone 
entwickeln, opalisieren im Licht. Nach wenigen Tagen setzt vom Zentrum her eine 

Legen cle zu den n ebenstenclen Abb ilclu ngen (Tafel 1) 

Abb. 1-+: Verschieclenc St ad ien der inncren Ellipscnst ruktu r bei Agarkolonien von Agrobacterium 
stel/11/a/11111 und A.ferrugi11ewn. 
5 Tage ZoBell-Agar. Hellfeld, Durchlicht. 1.50fach. 

Abb. 1: Fcine Gr anul ierung (A. stel/11/atum) 

Abb. 2: Blurnenkohlstrukturen (A. ste/lula/11111) 

Abb. 3: Ellipsenmuster (A. ste/!11/a/11111) 

Abb. +: Ellipsenkontur (A.ferrngineum) 
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Abb. l Abb. 2 

Abb. 3 Abb. + 

Tafel 1 (zu R. Ahrens) 



Abb. s Abb. G Abb. 7 

Abb. 8 Abb. 9 Abb. JO 

Abb. 11 Abb. 12 

Tafel 2 (zu R.Ahrcns) 



Trubung ein, und die Pigmentierung beginnt. Der Rand bleibt zunachst glasklar und 
durchscheinend; er kann spater weil31ich werden. wiit zunehmendem Alter werden die 
Kolonien fester und !assen sich bei einigen Stammen nur als Ganzes mit der Impfose 
entfernen. In alteren Kulturen stellen sich einige Ab,veichungen ein, wie aus den Art
beschreibungen entnommen werden kann. Das Aussehen der Stamme von Agrobacterium 
stellulatum, A. ferrugineum und A. sanguineum entspricht der haufigsten Wuchsform von 
A. tumefaciens, wie sic GAINOR und PRICE ( 1953) unter den Bezeichnungen B6

1 
uncl

B6
3
A als smooth-Formen unterschiedlicher Triibung beschreiben und abbilden. Im 

Agar werclen linsenfi:irmige Kolonien mit weil31ichem Saum und mehr oder weniger 
pigmentiertem Zentrum ausgebilclet. 

Oberflachenkolonien von Agrobacterium stellulatum uncl A.ferrugineum weisen im Durch
licht der Lupenvergrof3erung eine Feinstruktur auf, die auch bei vollig abweichenden 
braunen Bakterien beobachtet wurde. In den anfangs homogencn Kolonien setzt vom 
Zentrum her eine innere Granulierung ein (Abb. I). Sie wircl allmahlich grobcr, erscheint 
dann blumenkohlartig (Abb. 2) und nimmt in grof3en Kolonien schliel31ich die Gestalt 
dunkelbrauner scharf kontrurierter Ellipsen an, deren lange Achse 0, 1 mm betragen 
kann (Abb. 3, 4). Die Ellipsenmuster treten unabhangig von Salzgehalt und Stern
bildung auf und sind in Sauren unloslich. Moglicherweise handelt es sich um cine 
extrazellulare melaninhaltige Substanz, die iiber mehrere Zcllen kristallisiert. Lcbend
praparatc von A. stellulatum und A. Jerrugineum zeigen Zellen, die auf3en Blasen oder 
amorphe Gebilde von ca. 0,3-3 (J. 0 tragen. Grof3e Rosetten konnen vom Zentrum 
her mit einer ahnlichen lichtbrechenden Substanz verkleben (Abb. 12). A. ferrugineum 
und A. stellulatum A5 und A69 verfarbten ZoBell-Agar mit 0, 1 bzw. I% Tyrosin braun, 
besitzen also offenbar cine Tyrosinase (BR1sou, 1957). Das braune Pigment tritt bei 
guter 0

2
-Versorgung sowie in ausgeruhten und alternden Kulturen auf; seine Intensitat 

hangt vom Salzgehalt ab. Es ist unloslich in \'Vasser, Chloroform und Isobutanol; mit 
verdunnter uncl konzentrierte Salzsaure wire! langsam ein rotbrauner Fabstoff extrahiert. 

Das gelbe Pigment von A. luteum ist ebenfalls 0
2
-abhangig uncl wasserunloslich. Es 

lost sich nicht in Ather, Cloroform oder Isobutanol. 
Die Entwicklung in fliissigcr Kultur gibt gewisse Anhalte iiber das :Maf3 der Stcrn

bildung. Intensive Rosettenbilclung zeigt sich haufig durch flockige Tri.ibung an oder 
durch einen festen Ring am Glas. Wircl ein fester Ring ausgebildet, so ist <las .tvledium 

Legencle zu  den n ebens tchcnden Abbi lclungen (Ta fe l  2) 
Abb. 5-8: Abhangigkeit cler Zcllange von cler Bebriitungstcmperatur. 

2 Tage ZoBcll-Nahrli:isung. Phasenkontrast. 1500fach 
Abb. 5: Agrobactrri11111 sa11g11i11e11m A 91 bei 25° C. Roscttcn aus Kurzstabchcn.
Abb. 6: A. sanguineum A 91 bci 30° C. Zellen unterschiecllicher Lange.
Abb. 7: A. sang11ine11111 A 91 bei 37° C. Fadcnzcllen in Rosettcnanorclnung.
Abb. 8: Faclcnzellen von Agrobac/erium /11/11e111 A 61 bei 30° C.

Abb. 9-10: Agrobacteri11111 sang11i11e11111 A 88. Abhangigkcit cler Zcllangc vom Salzgehalt. 
5 Tage alte Agarkultur Geiflclfarbung nach Bailey. Hellfclcl. 1500fach. 
Abb. 9: Brackwasseragar (8°/00). Kurzstabchen uncl Rosettcn, begeiflclt.
Abb. 10: Leitungswasseragar. Unbegeiflelte Fadcnzellen. 

Abb. 11: Parallel gelagcrte Zcllkettcn von Agrobac/eri11111 Stamm A 14. 
5 Tagc ZoBell-Schragagar. Lebcndpraparat. Phasenkontrast. 3 000 fach. 

Abb. 12: Agrobac/eri111n stel/11/a/11111 A 5. 

Goldgelbe lichtbrechende Substanz im Zentnnn grofler Rosetten. 
3 Tagc 2/5 

konzcntrierte ZoBcll-Niihrli:isung. Lebenclpraparat. Phascnkontrast. 3000fach. 
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meist sch,vach getriibt; die Zellen setzen sich an cler Glaswanclung fest, uncl zwar be
sonclers an cler Fllissigkeitsgrenze, wo sie kleine runcle Kolonien bilclen. Bci guter Be
ltiftung entsteht an cler Oberflache eine zarte Haut, oder es entwickeln sich Kugel
kolonien, die bei Erschlitterung absinken. Sternbilclner, die cliese Wuchsform zeigen, 
bilclen auf Agarplatten kompakte Kolonien, die sich als Ganzes mit cler Nadel vom 
Agar abheben ]assen. Die Kolonien gehi:iren elem smooth-Typ an (A. stellulatum, A.

ferrugineum, A. sa11g11i11eu111) oder elem rough-Typ (A. luteum). 
In den Fallen, wo die Rosettenbilclung clurch flockige Trtibung sichtbar wire\, kann 

ebenfalls ein Ring ausgebilclet werclen. Diescr sitzt jecloch nicht so fest an cler Glas
wanclung, uncl die Zellen konnen clurch Schlitteln abgelost werclen. Stamme clieses 
Typs bilclen weichere Agarkolonien aus. 
Zellmorphologie: 

Die vorliegencle Bakteriengruppe weist neben geraden Kurzstabchen rnehr oder 
weniger stark gekriimmte Zellen auf, ferner Faclenzellen unterschiecllicher Lange, 
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 ahnliche Formenvielfalt tritt bei Sj1oroC)'loj1haga cauliformis, l\i[yxo
coccaceae auf (GRAF und STORZENHOFECKER, 1964; Ruscmm und RATH, 1966, Abb. I), 
rnit der jedoch keine Verwancltschaft besteht. 

Die Lange der Zellcn ist starken Schwankungen unterworfen, ·was sich zum Tei! auf 
die Kulturbedingungen zurlickftihren lal3t. So bestancl bei den Arten A. luteum und 
A. sa11giu11e11111 eine Tenclenz zur Ausbilclung !anger Faclenzellen in clcr Nahe des Tem
peraturmaxirnurns (Abb. 7, 8). Die Zellenlange nahm mit der Bebrtitungsternperatur
cleutlich zu und erreichte unterhalb des l\iiaxirnums Extremwerte von iiber I 00 p. (Abb.
5, 6, 7). Fadenzellen wurden bei einigen Stamrnen an der unteren Salzgrenze beobachtet,
so z. B. bei A. sa11g11i11e11111 (Abb. 9, 10), A. luteum uncl A. stellulatum A69, nicht aber bei
den iibrigen Stamrnen. Die Zelldicke zeigt eine starkere Salzabhangigkeit, uncl zwar
werclen durchweg bei suboptimalen Salzgehalten, besonders in Siil3wassermedien,
breitere Zellen gebilclet.

Einige pleomorphe Forrnen !assen sich auf den eigentiirnlichen Teilungsmoclus zuriick
ftihren, cler haufig eine Kombination aus Einschniirung und Querwanclbilclung clarstellt 
(vgl. !vioLL et. al., 1967). Vor der Teilung ve1jiingt sich die Zelle zunachst; anschlicl3encl 
wire\ eine Querwancl ausgebilclet. Ihre Grol3e schwankt je nach elem Graci cler Ein
schnlirung. Die Pole cler Tochterzellen sine\ entsprechencl rune\ bis spindelig. Bei A.

sa11gui11eum wire\ anstelle einer einfachen Querwancl ein breites Septum ausgebilclet. 
Teilung clurch Einschnlirung ist bei gramnegativen Bakterien verbreitet uncl wurcle 
unter anclerem bei Pseudomonas (Xa11thomo11as) malvacearum beschrieben (STOUGHTON, 
1929), bei Escherichia coli (,,germination tube growth", HOFFMAN uncl FRANK, 1964), 

---- ------- ��-�----· 

Legende  zu d e n  ncbenstehendcn  A b b i l d u n g e n  (T afel 3) 

Abb. 13-15: Verlauf der Sternbildung bci Agrobac/erium stel/11/a/11111 A 5. 
Die gekennzcichnctcn Zcllen haben sich dcutlich elem Stcrnzentrum gcnahcrt. 
l'viikrokultur mit ZoBell-Agar. Die Aufoahmen wurden in Abstanden von einer Stunde 
gcmacht. Phasenkontrast. 4 300 fach. 

Abb. 16-18: Stcrnbildcndes Lebcndpriiparat von Agrobacleriwn /11te11111 A 61 (3 Tagc ZoBell-Nahr
liisung). 

Im Roscttcnlelcl haben sich beweglichc Einzelzcllen lestgcsctzt uncl ,,springen" von 
hicr aus zum Zentrum (s. die Zellcn mit Pfeil!). Die Zeit zwischen den Aufoahmen 
betriigt 15 Sckundcn. Phascnkontrast. 1.800 fach. 
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Abb. 13 Abb. 14 Abb. 15 

Abb. 16 Abb. 17 Abb. 18 

Tafel 3 (zu R. Ahrens) 
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Fusobacterium (HAMPP et al., 1960) und bei Caulobacter (STOVE POINDEXTER und CoHEN
BAZIRE, 1964). 

Die Teilung kann symmetrisch oder asymmetrisch erfolgen, so daG Tochterzellen 
ganz unterschiecllicher Gri:il3e entstehen. Im Extremfall bilden sich kleine Kokken
formen, die am Pol eines langeren Stabchens sitzen und an Knospenbildungen erinnern 
(vgl. AHRENS und RI-IEINMEIER, 1967). Im Sternverband befinden sich solche knopf
artigen Tochterzellen haufig auGen. Eine ahnliche Anordnung wird von HEUMANN ( 1956) 
fi.ir den sternbildenden Pseudomonas rhodos (Stamm B6) abgebildet (Abb. 15) und wird 
bei anderen stabchenformigen Bakterien, die meist zu polarer Festheftung oder Stern
bildung befahigt sind, als Knospung beschrieben (HENRICI und JOHNSON, 1935, Abb. 
8-12; ZAVARZIN, 1961, verschiedene ,,Blastobacter"-Arten, Nitrobacter winogradsk)'i).

Bei der Trennung der Tochterzellen ki:innen Winkelanordnungen entstehen (vgl.
NloLL et al., 1967). Der Vorgang erinnert an die Schnappteilung der Corynebacteriaceae 
uncl konnte mehrmals in :tviikrokulturen beobachtet werden. 

Junge Zellen erscheinen im Phasenkontrast vi:illig homogen. Nach einigen Tagen 
ki:innen sporenahnliche lichtbrechende Bereiche auftreten, die in Farbepraparaten mit 
den tiblichen Anilinfarbstoffen (z. B. Gramfarbung) ungefarbt erscheinen. Es hanclelt 
sich offenbar um fettartige Inhaltsstoffe. Sie waren besonders bei A. ferrugineum uncl 
A. gelati11ovon111 zu beobachten, gelegentlich auch bei A. stellulatum. Sporen traten nie
mals auf. 

Die BegeiGelung war nicht einheitlich. Ihr Nachweis bereitete einige Schwierigkeiten, 
da Beweglichkeit nur sporadisch und bei einem geringen Prozentsatz der Zellen auftritt 
uncl clurch die Schleimabscheidung leicht verdeckt wird. Zudem sind die GeiGeln sehr 
zart. Polare Schleimfaden fi.ihren zu Verwechslungen (s. u. Haftsubstanz). 

Die GeiGeln von A. stellulatum sind iiberwiegend polar inseriert. A. agile besitzt 1-3 
polare GeiGeln. Die iibrigen Stamme tragen 1-2 GeiGeln unterschiedlicher Anordnung. 
Dieser Typ wird nach CoNN und WoLFE ( 1938) als degeneriert peritrich bezeichnet. 
Die vVerte for Langen und Wellenlangen sind stark gestreut. Die Rhizobiaceae zeigen 
allgemein gri:il3ere Abweichungen in der Begeil3elung. 

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

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

Sternbildung: 

Die haufigste Zellanordnung aller behandelten Arten ist die in rosettenformigen 
Aggregaten. Der Auf bau der Sternformen wurde for die Stamme Agrobacterium stellulatum 
A5, A.ferrugi11eu111 A7, A. luteum A61 uncl A. sa11g11i11eum A91 bereits ausfohrlich beschrieben 
(AHRENS und RHEINHEIMER, 1967) und fiir die drei ersten Stamme elektronenmikrosko
pisch untersucht (rvloLL et al., 1967). Die Sternbildung der iibrigen Stamme stimmt 

Legendc zu den n e ben ste h enden Abbi ldungcn (Tafel 4) 

Abb. 19 :Tempcraturabhangigkeit einigcr Agro bactcrium-Stamme. 
TrUbungsmessung in fhissiger Kultur. 

a: 3/
10 

konzentrierte ZoBell-Na hrlosung,

b-d: ZoBell-Na hrlosung.
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grundsatzlich hiermit iiberein. Es sollen daher nur die wescntlichen Ziigc kurz clar
gcstcllt werclen. 

Sternformcn kommen cladurch zustancle, claf3 mehrere Zellen mit der polar abge
schicclcnen Haftsubstanz verkleben. Diese erscheint im Elektronenbilcl homogen bis 
netzartig, kornig oder mchr oder weniger amorph. Sie wire! von den Zellpolen in feinen 
Strangen sezerniert, wie dies von cler Haftsubstanz cler Caulobacteraceae bekannt ist 
(STOVE POINDEXTER uncl ColIEN-BAZIRE, 1964). Der Aufbau cler Sternformcn variiert 
je nach Stamm uncl Kulturbeclingungen. Im einfachsten Fall setzen sie sich aus 3�5 
Zell en zusammen. Sie konnen belie big grol3er sein uncl aus iiber I 00 Einzelzellen be
stehen. Im Sternzentnun stol3en die Zellen mit den Polen aneinancler, oder es bleibt im 
Inncnraum eine freie Zone, die mit lockcrer Haftsubstanz erfiillt ist. In jungen Stemen 
anclert sich clcr \1\Tinkel zwischen den Zellen noch, so claf3 schr rcgelma!3ige Anorclnungen 
entstehcn. Die Rosettcngliecler konnen eine ahnliche Formenvielfalt aufweiscn wie die 
Zellcn anclerer Kulturen. Es kann sich beispielsweise um kokkoiclc Stabchen hancleln, 
um Faclenzellen unterschiecllicher Lange, Zellketten, Teilungsstaclien, Hantelformen 
uncl Verzweigungen. In gut beweglichen Kulturcn beforclern einigc begcil3clte Stern
gliecler gelegentlich kompakte Sterne fort. Nach Farbepraparaten konnen polare Geif3eln 
pcripher oder zentral an den Roscttcnzellen sitzen. Aus kompakten Rosetten ragen 
haufig lange Faclenzellen heraus, die mit elem aul3cren Ende einem anclcren Stern 
angehoren konnen. Auf cliese vVeise kommt es zu grof3flachigen Vernetzungcn. 

Sog. Raupen- oder Flaschenbiirstenformen entstehen clurch polare Festhaftung an 
eine langgestreckte Haftsubstanz. Sic erscheint als lockcre Zusammenlagerung zarter 
Schleimfasern, als scharf konturierter Strang oder als fcine Knotchenreihe. Langzellige, 
offenbar altere Rosetten von Agrobacterium stellula/11111 uncl A. ferrugineum sine\ gelegentl:ch 
im Zentrum clurch cine golclgelbe stark lichtbrechencle Substanz verklebt, die Ansamm
lungen von bis zu 6 iJ. Durchmesser bildet (Abb. 12). Sic wurcle bereits im Zusammen
hang mit cler braunen Pigmentierung erwahnt. STAPP uncl KN6SEL (1956c) fanclen 
cntsprechencle lichtbrechencle Kugeln im Zentrum cler Sterne von Agrobac/erium radio
/Jae/er und A. stellulatum sowie von Pseudomonas rlzodos Stamm B6 uncl cleuten sic als kom
pakten Schleim. HEUMANN ( 1956) hatte die Anorclnung bei B6 als Polyzygoten bezeich
nct. Die beschriebenen Karper sollen sich in den meisten Fallen auflosen, wenn man sic 
unter elem J\!Iikroskop mit Salzsaure bchanclelt (STAPP uncl KN6SEL, 1956c). Bei den 
eigenen Stammen gelang clas aber wecler mit vercliinnter noch mit konzentrierter Saure. 

Die Sternbildung setzt in fliissigen Kulturen an der Oberflache ein. Dort bildet sich 
ein diinnes Schleimhautchen aus, in elem sich die Zellen mit ihren Polen verfangen uncl 
in das bald cine Vielzahl von Stemen eingcbettet ist. Die Schleimschicht wire\ zusehcncls 
clicker uncl sinkt schlief3lich als Sediment zu Boden, clas beim Aufwirbeln lange Faden 
zieht. Ein grof3es in cine Fliissigkeit von A. ferr11gi11e11111 eingehangtes Deckglas wies nach 
einem Tag in cler Hohe cler Fliissigkeitsgrcnze zahlreiche sehr kompakte Rosetten auf; 
im unteren Bereich hatten sich Einzelzellcn uncl kleinerc Rosetten festgesetzt. 

Daf3 die Rosettenaggregate durch Zusammenlagerung von Einzelzcllen entstehen, 
wurdc fiir cinigc Stammc in Dauerbeobachtungen festgestellt. BEIJERINCK und VAN 
DELDEN ( 1902) uncl LEIFSON et al. ( 1964) fiihrten die Stcrnbilclung auf Knospung 

Le gcnclc zu den ncb cnsteh cnclen Abb i lclungen (T afe l 5) 

Abb. 20: Salzabhangigkeit einigcr Agrobacterium-Stamme in ZoBell-Nahrlosung mit natUrlichem 
Seewasser ( ) bzw. mit NaCl (----). Triibungsmessung. 
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zuri.ick. Bei Agrobacterium tumefaciens bewegen sich die Schwarmzellen aktiv aufeinander 
zu und heften sich polar fest (STAPP und BoRTELs, 1931; BRAUN und ELROD, 1946; 
STAPP und KNbSEL, 1956a, b; KNbSEL 1962). Bei den eigenen Isolierungen scheint 
die aktive Schwarmbewegung keine Voraussetzung fi.ir die Sternbildung zu sein, da 
Agrobacterium ferrugi11eu111 A 7 regelmaBig i.ippige Rosetten bildet und durchweg unbeweg
lich ist. Die Sterne von A. stellulatum A5 (Abb. 13-15) und A.ferrugineum A7 entstehen 
offenbar clurch Knickteilungen und anschlief3encle Zellverschiebungen. l\lioglicherweise 
kontrahiert sich die polare Haftsubstanz und vereinigt so die Zellpole. Bei A. stellulatu111 

konnte auf3erclem die aktive Bewegung cler Schwarmzellen mitwirken, was jedoch nie 
beobachtet werclen konnte. 

Die abweichende Entstehung der Sterne von Agrobacterium luteum A61 wurde bereits 
beschrieben (l\iloLL et al., 1967). Hier setzen sich Schwarmzellen im Vorfeld eines 
Sternansatzes fest und bewegen sich clann geracllinig zum Zentrum. Wahrscheinlich 
werden sie <lurch Fimbrien, polar inserierte kontraktile Fasern, angezogen, die elek
tronenoptisch nachgewiesen wurclen (MoLL et al., 1967). Die Bilderserie Abb. 16-18 
zeigt, wie sich einige Zellen aus dem Vorfeld zum Zentrum bewegen. 

Die fertigen Bakteriensterne sincl sehr fest und !assen sich nur in einigen Fallen mecha
nisch zerstoren. Durch mehrfaches Zentrifugieren oder <lurch Zerreiben in einem 
Homogenisator wurden die Rosetten von A. stellulatu111, A. ferrugi11e11111, A. l11teu111 uncl 
A. sanguineum nicht veranclert. Einer Behandlung mit elem Ultraturrax-l\ilixstab wicler
standen die Sterne von A. ferrugineum A7 uncl A. sanguineum A91, nicht aber die von
A. stellulatu111 A5 uncl A.ferrugineum A l  3.

Uber das weitere Schicksal der Bakteriensterne laf3t sich nichts Sicheres aussagen.
Haufig degenerieren die Zellen im Sternverband, wodurch traubige Gruppen von 
Blasenzellen entstehen. Altere Kulturen enthalten gelegentlich Rosettenanorclnungen, 
deren Pole nur locker zusammenliegen. l\lioglicherweise werclen die Aggregate clurch 
Schleim zusammengehalten. In einer Kultur von A. stellulatum A6 konnten Anhalte fi.ir 
die Auf losung cler Rosetten gefunclen werclen. 

Physiologi s c h e  Un tersuch ungen 

Die Ergebnisse cler physiologischen Tests sind in Tab. 4 zusammengestellt. Die unter
suchte Bakteriengruppe besitzt keine speziellen Stoffwechsclleistungen. Obwohl Protein
meclien gutes Wachstum ermoglichen (Pepton, Gelatine), ist keine Abspatun_g von 
NH

3 
oder H

2
S nachzuweisen. Gelatine wircl meist nicht verfli.issigt. 

Kohlenhydrate konnen nur zusammen mit Pepton genutzt werclen. Bei den Poly
sacharidcn Alginat, Inulin, Zellulose, Chitin uncl Starke findet keine Hydrolyse statt. 
Unterschiecle treten beim Abbau von Glucose, Fructose, Xylose, l\lialtose und Glycerin 
auf. A. ferrugineum sauert alle genannten Kohlenhydrate, ohne Gas zu bilden; A. stellula
tum, A. luteum, A. sanguineum und Stamm ABO greifcn keins von ihnen an. Die anclercn 
Stamme stehen dazwischen. Aus Glucose wird clurchweg am wenigsten Saure gebilclet. 
Hieraus erklart sich auch cler negative Ausfall der l\ilethylrot- uncl Voges-Proskauer
Reaktion. 

Die Bevorzugung eiweif3haltiger Nahrstoffe ist fi.ir marine Bakterien charakteristisch; 
dagegen ist der Kohlenhyclrat-Stoffwechsel meist schwa ch ( ZoBELL und UPHAM, 1944; 
ZoBELL, 1946, S. 117, 142; BR1sou, 1955; HAYES, 1963). Aus hochpolymeren Kohlen
hydraten wircl selten Saure oder Gas freigesetzt; einfache Zucker werclen gelegentlich 
gesauert, seltener entstehen Saure und Gas (ZoBELL und UPHAM, 1944; ZoBELL, 1946; 
BRrsou, 1955). l'viarine Formen greifen im Gegensatz zu terrcstrischen Bakterien relativ 
selten GLUCOSE an (Woov, 1953). 
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Das Gros der Stamme beni:itigt eine organische N-Quelle. Nur A. aggregatum gcdeiht 
gut in einem anorganischen Stickstoff-l'viedium. Drei Stamme von A. sanguineum zeigen 
dart schwaches Wachstum. Indal wurde in keinem Fall gebildet. 

Alie Stamme besitzen eine Oxydase und das Ferment Katalase. Sie vermi:igen aerob 
oder anaerob zu wachsen. A. ferrugineum kann Nitrat nicht veratmen; A. stellula/11111 

uncl A. sa11gui11eu111 bilden wenig Nitrit; von den iibrigen Stammen bilden einige reichlich 
Nitrit und sogar Ammoniak. 

Fiir Stamme der Arten A. stellulatum, A. ferrugineum, A. luteum und A. sa11g11i11eu111 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. stellula/11111 hat sein :tviaximum um 30° C, A.ferrugineum etwas niedriger. Beide 
Arten zeigen bei 2---4° C noch eine schwache Entwicklung. Neuisolierte Stamme von 
A. stellulatum ergaben die gleichen Kardinalpunkte wie einjahrige Laborstamme, die
bei 10-25° C gehalten wurclen. Fi.ir A. stellula/11111 2 l'via/E von SIEBERT uncl SaHvVARTZ
(1956) liegt der giinstigste Temperaturbereich ebenfalls zwischen 15 uncl 25° C.

A. sa11gui11e11m A91 und A. l11te11111 A61 besitzen Temperaturoptima um 30° C. Beide
Arten wachsen bei 2---4 ° C langsam. Das :tviaximum liegt flir A. l11te11111 unterhalb 37 ° C, 
fiir A. sa11gui11eu111 oberhalb 37° C (Abb. 19). 

Nach den Salzanspriichen !assen sich die vier Arten als halophile Brackwasserorganis
men charakterisieren ( Abb. 20, Tafel 5). A. stellula/11111 entwickelt sich am best en zwischen 10 
und 30°/00, gleichgi.iltig, ob NaCl oder Seewasser verwendet wird (Seewasser von 30°/00 

enthalt 25,7°/00 Natrium- und Chloridionen, claneben kleinere :tviengen anderer Ionen. 
ZoBELL, 1946). Die obere Salzgrenze lag flir Seewasser um 70°/00 ; NaCl wirkte bereits 
unter 70°/00 hemmend. A. stellulatum ist obligat halophil. Das Salzminimum liegt unter
halb 10°/00 • Ein Stamm wurde sofort nach seiner Reinziichtung gepriift, die iibrigen 
waren einjahr bei 24°/00 gehalten warden. 

Die Salzoptima cler Arten A. ferrugineum, A. luteum und A. sa11g11i11eu111 liegen cleutlich 
bei 10°/00 (nach einjahriger Zi.ichtung auf l'vieclien mit einem Salzgehalt von 24°/00 !). 
A. luteum A61 ist obligat halophil; A. luteum B l 4  sowie A. ferrugineum uncl A. sa11gui11eu111

ki:innen in Si.il3wassermeclien gedeihen, allerdings bedeutend schwacher als bei Salz
zusalz (Abb. 20).

Die niedrigen Salzoptima der untersuchten Agrobac/erium-Arten sind bemerkenswert. 
Sie liegen mit \,Verten von 10°/00 bis maximal 30°/00 deutlich im Brackwasserbereich. 
Es handelt sich clabei um ein recht konstantes :tvierkmal, da z. B. die 10°/00

-0ptima bei 
langerer Laborzikhtung in 24°//0-Meclien erhalten geblieben sind. Trotz des nieclrigen 
Salzoptimums sind die Organismen halophil, z. T. sogar obligat halophil. Diese Tat
sachen sprechen claflir, clal3 die vorliegenclen Agrobacterium-Arten echte Brackwasser
organismen darstellen. Die Ansichten i.iber das Vorkommen einer eigenstandigen 
Brackwasserflora gehen zur Zeit noch auseinancler. SHEW AN ( 1961) gibt an, clal3 halophile 
Bakterien meist Salzkonzentrationen iiber 20°/00 beni:itigen. Nach LARSEN (1962) wire! 
zwischen extrem halophilen, ma.Dig halophilen uncl schwach halophilen Bakterien 
unterschieden, wobei die letzte Gruppe Meeresbakterien umfal3t und 15-50°/00 NaCl 
beni:itigt. Es ware denkbar, dal3 sich bei einer eingehenden Untersuchung cler Salz
abhangigkeit zahlreiche echte Brackwasserformen feststellen liel3en mit Optima zwischen 
5 uncl 20°/oo (s. RHEINHEIMER, 1966). 

D NS-B a s  ez  usammensetz  u n g  

Da die untersuchte Bakteriengruppe, abgesehen von der Sternbilclung, keine hervor
stechenclen :tvierkmale aufweist, sollte die taxonomische Zuorclnung clurch einige DNS
Basenanalysen gesichert werden. Alie Stamme zu analysieren, war aus technischen 
Griinden nicht mi:iglich. 
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Tabelle 1 

Auswertung cler DNS-Basenanalyse fur Agrobaclerium lutettm A61 

Base 
ermitteltcr 

Rr-Wert 
Extinktionen R1-\,Verte 

nach Wyatt 
(1951) 250 nm 260 nm 265 nm 275 nm 280 nm 

Thymin 0,78 
Aden in 0,37 
Cystosin 0,48 
Guanin 0,24 

Ezso thcoreti-
E2Go sch er 

Wert') 

0,544 0,53 
0,374 0,375 
1,536 1,53 
0,815 0,84 

o, 77 
0,36 
0,47 
0,25 

millimolare 
Extinktions-

koeffizienlen1) 

E2f.i5 = 7,95 

E2HO = 13,0 

E,z75 = 10,5 

"250 = 11,0 

0,257 0,36+ 0,377 0,286 0,198 
0,462 0,610 0,612 0,372 0,228 
(),174 \l,398 \l,521 0,657 0,612 
0,680 0,501 0,451 0,445 0,408 

µ.tvlol Base Volumen t.LMol parallele 
pro ml des Eluats Base Bcstimmung 
Eluat ml im Eluat 

0,0474 5 0,237 0,197 
0,0470 5 0235 0,205 
0,0625 o,313 0,269 
0,0620 5 0,310 0,267 

},fol c+c 57,0 57,0 

1) aus BARBERS et al. (1964), S. 21 

Tabelle 2 

DNS-Basenverhaltnis einiger Agrobacterium-Stamme 1m Vergl eich mit 
Lit eraturanga b en 

Art 

Agrobacterium /uteum A 61 
A. stel/ulatwn A 5 
A. agile A 82 . . 
A .. ferrugineum A 7 
A. sa11gui11e11111 A 91 
A. tumefaciens . . . 
Agrobacteri11111 tumefaciens, radiobacter, rhizogenes
Cytoj1haga, verschieclene Arten 
Pse11do111011as cruciviae . . . . . . 
Achromobacter fischeri . . . . . . 
Co1y11ebacteri11111, verschieclenc Arlen 
Pseudo111011as atlantica . . . . . 
Rhizobium, verschieclenc Artcn 
Xanthomonas pelm:goni, X. hederae 
Cau/obacler, verschieclene Artcn 
Pseudomonas .f/uorescens, P. oleouornns, P. Jragii, P. 

chlororaj1his, P. stutzeri, P. putida, P. aeruginosa, 
P. tabaci, P. diminula, P. 111all1j1hila, P. saccharo
j1hila . . . . . . . . . . . . . . . . . 

1\1yxococcus jidvus, 1\1. virescens, 1\1. xanthus . . . 
1\1ycobacleriu111 phlei, 1\1. tuberculosis, kl. smegma/is 

* eigenc Bestimmungen 
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Mo!% G+C 

57 
57 
59 
GO 
64 

58,5 
59,5-63 

30-39 
40-42 
40-42 
46-60 
54-56 
59-66 
62-64 
62-67 

(,0-70 
66-68 
66-80 

* 

* 

* 

* 
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Fi.ir die Bestimmung wurde DNS in hochgereinigtem Zustand gewonnen, mit Ameisen
saure hydrolysiert und das Hyclrolysat papierchromatographisch getrennt. Die Be
schreibung be.findet sich im Methodenteil. Tab. I gibt ein Beispiel for die spektral
photometrische Auswertung der Analyse von Agrobacterium l11te11111 A6 l. In Tab. 2 sind 
die G + C-Werte der Stamme A. luteum A61, A. stellu!at11111 AS, A. agile A82, A.ferrugineum 
A7 uncl A. sanguineum A91 einigen Angaben aus der Literatur gegeni.ibergestellt. Die 
gefundenen Werte liegen zwischen 57 und 64 1vlol % G + C und damit in demselben 
Bereich wie fi.ir die anderen bisher analysierten Rhizobiaceae, namlich verschiedene 
Agrobacterium (58,5-63 Mo!% G + C) und verschiedene Rhizobium-Arten (59-661\ilol % 
G + C). Typische Pseudomonaclales schlief3en sich bemerkenswerterweise an diesen 
Bereich an (Xa11t/10111011as 62-64%, Caulobacter 62-67%, Pseudomonas meist 60-70%), 
von denen die Gattung Caulobacter ebenfalls Rosetten bildet; bei der Gattung Pseudo111011as 
ist die Sternbildung noch umstritten (vgl. KNOSEL, 1962). 

Erorterung  der  Taxonomie  
Die physiologischen Merkmale der Ostseestamme liefern wenige Anhalte for die 

systematische Stellung. Daher muf3ten filr ihre Zuordnung vor allem die Zellform und 
die Sternbildung herangezogen werden. 

Unter den zahlreichen gramnegativen stabchenformigen Bakterien waren auBer zu 
den Rhizobiaceae nur Beziehungen zu den Familien Pseuc!omonac!aceae und Achromo
bacteriaceae c!enkbar. Der Gattung Pseudo111011as gehoren zahlreiche Gewasserbakterien 
an, die aber in c!er Regel polar begeif3elt und rasch beweglich sine! und einen intensiven 
i.iberwiegend aeroben Stoffwechsel besitzen. Pleomorphismus ist hier nicht i.iblich,
unc! Sternbildung ist bei typischen Pse11do111011as-Arten nicht bekannt. Zwei von HEUMANN
( 1962) in diese Gattung eingefi.igte Sternbilder stehen moglicherweise den Rhizo
biaceae nahe. Wir schlief3en uns claher cler Ansicht KNi:iSELS ( 1962) an, daB ,,Pseudo
monaden offenbar nicht sternbilclend sind". Eine Einordnung der gelben Stamme A61
uncl B 14 in die Gattung Xanthomonas, Pseuc!omonadaceae, ist wegen des abweichenden
Stoffwechsels nicht moglich. Auch hanc!elt es sich bei diesen fast durchweg um Pflanzen
parasiten. Der unpigmentierte Stamm B l  laBt sich nicht in die Gattung Achromobacter
stellen, da diese peritrich begeif3elte oder unbewegliche Bakterien umfaf3t uncl keine
Rosettenbildner enthalt. Stamm Bl  besitzt meist eine Geil.lei unterschiec!licher An
ordnung.

Auffallend ist die Ahnlichkeit zwischen pleomorphen Formen der Ostseestamme und 
Angehorigen der Familien Corynebacteriaceae, 1/fycobacteriaceae und 1VIyxococcaceae, 
insbesondere SporoC)'IOjJ/wga ca11lifor111is, die auch zur Sternbilc!ung befahigt ist (GRAF 
und STORZENHOFECKER, 1964; Ruscmm unc! RATH, 1966). Es handelt sich in diesen 
Fallen aber nur um auf3ere Obereinstimmungen; eine Zugehorigkeit zu einer der 
genannten Familien ist mit Sicherheit auszuschliel3en. Die Corynebacteriaceae und 
1\!Iycobacteriaceae sine! grampositiv unc! unbeweglich; J\!l_ycobacteri11111-Arten sind zudem 
saurefest unc! c!urchweg Parasiten. SjJoroCJ'!OjJ/wga cauliformis bilc!et im Gegensatz zu den 
eigenen Isolierungen extrem schlanke flexible Zellen, die Gleitbewegungen zeigen unc! 
unbegeiBelt sine!. Die Kolonieform weicht vollig ab; es hanc!elt sich um fiache Schwam
kolonien. 

Hinsichtlich cler Sternbilclung muf3ten eventuelle Beziehungen zu sechs Ordnungen 
gepri.ift werclen, ,venn man die Einteilung von BERGEY ( 195 7) zugrunde legt. Tab. 3 
stellt die Ordnungen zusammen, aus clenen Rosettenformen bekannt sine!. Die stern
bilclenclen Organismen Seliberia stellata (ARISTOVSKAJA uncl PARINKINA, 1963; GRoMov, 
1964), Trigonobacter uncl 1Wetalloge11i11111 (PERFIL'Ev uncl GABE, 1961) sine\ in cler letzten 
Auf lage von BERGEY's 1\!Ianual noch nicht enthalten. Einige unzulangliche Beschrei-
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Morphologische und physiologische 

Tabelle 4 Vergleich mit A. stellulatum (s. SIEBERT u. SCHWARTZ, 
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bungen wurden in der Tabelle nicht erfaf3t (LoHNis, 1921 ; LIESKE, 1928; HENRICI 
und JOHNSON, 1935; ZAVARZIN, 1961). Ebenso !assen sich Angaben von LEIFSON 
(1962a, b) iiber ,,aggregatbildende" Gewasserformen in diesem Zusammenhang nicht 
verwerten, da ihre Beschreibung unvollstandig ist und ihre Benennung unterblieb. 
Diese Organismen ki.:innen den Ostseestammen nahestehen. LEIFSON stellt gewisse 
Obereinstimmungen mit der Gattung Pseudomonas fest, nimmt aber eher an, daf3 die 
aggragatbildenden Bakterien stiellose Verwandte der Gattung Caulobacter darstellen. 
Eine Einordnung nimmt er jedoch nicht vor (LEIFSON, 1962 a, b). 

GROMOV ( 1967) beschreibt eine Reihe sternbildender Bakterien, die von Algenmaterial 
isoliert wurden. 9 unpigmentierte Stamme wurden zu den Rhizobiaceae gestellt, aber 
nicht benannt. 6 farblose bzw. gelbe lsolierungen mit monotricher Begeif3elung wurden 
bisher nicht eingeordnet. 

Innerhalb der aufgefi.ihrten rosettenbildenclen Bakteriengruppen entfallt eine Zu
gehorigkeit zu den Gattungen Caulobacter, Asticcacaulis, SjJirillum, fi)'jJ/wmicrobium, Rhodo
microbium, Blastocaulis, Thiothrix, Leucothrix oder LejJ/oJjJira aus morphologischen Griinden. 
Athiorhodaceae wachsen photoautotroph. 1'1ethanomo11as weicht im Stoffwechsel vollig 
ab. Die Gattung Pasteuria ist durch die Langsteilung definiert, die allerdings nicht ein
deutig nachgewiesen wurcle. Clostridium (,,Granulobacter jJectinovorum", STILLE 1953; 
Cl. lochheadii, HUNGATE 1957) ist Anaerobier. Dagegen lassen sich alle in der vorliegenden 
Arbeit beschriebenen Stamme cler Familie c\er Rhizobiaceae zuorclnen, und zwar 
fiigen sie sich am besten in die Gattung Agrobacterium ein. Die an einigen Stammen 
durchgefilhrten DNS-Basenanalysen unterstreichen cliese Verwandtschaft (s. o. Tab. 2). 
Die Gattung Rhizobium umfaBt ,,Kni.illchenbakterien" uncl kommt claher nicht in 
Betracht. Bei cler Gattung Ph)'llobacterium (s. KNOSEL, 1962) hanclelt es sich um Blatt
symbionten. Chromobacterium ist nach BERGEY ( 195 7) c\urch c\as violette Pigment clefiniert, 
clas bei einer Art zusammen mit einer gelblich-braunen Farbung auftritt. Chromobacterium 
lividum, c\as unter den Sternbilclnern bei KNOSEL (1962) aufgefiihrt ist, diirfte clefinitions
gemaf3 nicht in diese Gattung fallen, c\a es kein violettes Pigment besitzt. Auch ein aus 
Boden isolierter nicht violetter Sternbilclner (NOWAK, 1966) sollte claher nicht als 
Chromobacterium angesprochen werclen. 

Die Gattung Agrobacterium weist nach BERGEY ( 1957) u. a. folgencle lVIerkmale auf: 
,,Kleine Kurzstabchen, die im typischen Fall durch 1--4 peritriche Geif3eln beweglich 
sind (bei nur einer Geif3el ist seitliche Anordnung ebenso haufig wie polare). Meist 
gramnegativ. Gelatine wire\ langsam oder gar nicht verflilssigt. Freier Stickstoff kann 
nicht gebunden werden, aber andere anorganische Formen von Stickstoff ki.:innen 
gewi.ihnlich verwertet werden. Temperaturoptimum zwischen 25 und 30 ° C." 

Die Begeif3elung ist innerhalb c\er Gattung nicht einheitlich. Mi.iglicherweise bereitet 
ihr Nachweis auch bei anderen Stammen Schwierigkeiten. A. stellulatwn STAPP uncl 
KNosEL 1954 besitzt eine polare Geif3el. Fiir A. tumefaciens sincl die Angaben meist 
ungenau; BRAUN und ELROD (1946) fanden 3-6 GeiJ3eln an einem Zellpol. 

Die meisten Agrobacterium-Arten sine\ phytopathogen bei hoheren Pflanzen, abcr 
mit A. stell,tlatum STAPP und KN6SEL 1954 ist eine halophile Form aus elem marinen 
Bereich bekannt. Sie wurde von faulendem Algenmaterial gewonnen (SIEBERT uncl 
SCHWARTZ, 1956). Nach KoRINEK soil A. radiobacter algenlebende marine Stamme 
besitzen (,,Bacterium C)'anicola", KORINEK 1932, 1953). Eine Reihe halophiler Ostsee
Isolierungen lief3 sich als A. stellulatum STAPP uncl KNcisEL iclentifizieren. Die Zuorclmmg 
des Stammes AS wurde bereits ausfiihrlich begriinc\et (AHRENS und RHEINHEIMER, 
1967). Einige braune, rote bzw. gelbe Ostseestamme fallen in die Arten A. ferrugineum, 
A. sanguineum bzw. A. luteum, die bei AHRENS und RrIEINHEIMER ( 1967) definiert sind.
Die Benennung von vier weiteren Agrobacterium-Artcn in der vorliegenden Arbeit wurde

170 



jeweils bei ihrer Beschreibung erlautert, namlich: A. agile, A. gelatinovorum, A. kieliense und 
A. aggregatum. Aile untersuchten Agrobacteriwn-Stamme werden in Tab. 4 gegenuber
gestellt, in der zum Vergleich auch A. lumefaciens und der A.-slellulatwn-Stamm 2Ma/E
von SIEBERT und SCHWARTZ aufgefi.ihrt sind.

Es ware zu erwagen, die halophilen sternbildenden Rhizobiaceae aus dem marinen 
Bereich von der Gattung Agrobacleriwn abzugrenzen. Andererseits finden sich in Suf3-
wasser ebenfalls sternbildende Bakterien (LEIFSON, 1962 a, b; GROMov, 1967), die, 
abgesehen von der Halophilie, den marinen Rhizobiaceae offenbar sehr ahnlich sind 
und zwischen beiden Gattungen stehen wurden. Die meisten Agrobacterium-Arten 
parasitieren aber auf hoheren Pflanzen und unterscheiden sich hierdurch von den 
Gewasserformen. Moglicherweise laf3t sich jedoch bei diesen eine algenpathogene 
Lebensweise feststellen (vgl. auch KORINEK, 1932, 1953). Daher erscheint es noch ver
fruht zu entscheiden, ob die marinen oder die gewasserlebenden sternbildenden Rhizo
biaceae in eine eigene Gattung zu stellen sind. 
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