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I so la t ion  and  Charac te r iza t ion  of  Bacter ia ,  Growing on P y r a z o n  

Summary. Bacteria capable of growth on pyrazon as a sole carbon source were 
isolated from soil. Only cobalamin was required as a growth factor in a pyrazon- 
mineral salt medium. Pyrazon is metabolized to the dephenylated compound. 
The bacteria can grow on antipyrine, pyramidone and pyruvate, too. They do not 
grow on glucose or other sugars. The bacteria are osmotically sensitive. Growth is 
not observed in media with the concentration of ingredients exceeding 1%. Pos- 
sibly, the bacteria belong to the genus Achromobacter. 

ZusammenJassung. Aus Bodenproben warden in einem Anreicherungsverfahren 
mit Pyrazon-haltigem Mineralsalzmedium Bakterien isoliert, die mit Pyrazon als 
alleiniger Kohlenstoffquelle wachsen k6nnen. Sic benStigen neben N~ihrsalzen und 
Pyrazon nur Cobalamin zum Wachstum. Pyrazon wird dabei in die entphenylierte 
Verbindung umgewandelt. Wachstum erfolgt aueh mit Antipyrin, Pyramidon und 
Pyruvat. 

Die Bakterien sind osmotiseh empfindlich. Sie waehsen nieht in Median mit 
normMer Konzentration der Inhaltsstoffe (fiber 1~ In vielen Eigenschaften ent- 
sprechen sie Vertretern der Gattung Achromobacter. 

Die Ak t iv subs t anz  des se lekt iven Ri ibenherbiz ides  P y r a m i n |  i s t  
1-PhenyL4-amino-5-chlor-pyr idazon-(6) ,  in K u r z f o r m  P y r a z o n  ge- 
nannt .  Die Toleranz der  Rf iben gegeniiber  P y r a z o n  be ruh t  darauf ,  dab  
sic es ]angsamer  aufnehmen als andere  Pf lanzen u n d  schneller  in eine 
Verb indung  ohne herbiz ide  W i r k u n g  i iberf i ihren (Stephenson u. Ries, 
1967). Als mengenm/~Big f iberwiegendes A b b a u p r o d u k t  en t s t eh t  in 
den Rfiben und  durch  mikrobie l len  Abbat t  im Boden  ein en tphenyl ie r t es  
Pyrazon ,  der  Metabol i t  B, 4-Amino-5-chlor-pyr idazon-(6) .  Diese Ver- 
b indung  is t  im Boden  pers i s ten te r  als P y r a z o n  und  in den erntereifen 
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Riiben in einer Konzentration um 0,05 ppm vorhanden (Dreseher u. 
Otto, 1969; Dreseher, 1970). In  dieser Arbeit wird fiber die Isolierung 
Pyrazon-abbauender Bakterien und deren Eigenschaften berichtet. 

Material und Methoden 
Medieu. Komplettmedium: 1 g Bacto-Yeast Extract (Difeo), ! g Bac~o-Pepton 

(Difeo), 1000 ml deion. Wasser. Pyrazon-Mineralsalzmedium: 0,875 g KH2P04, 
0,125 g K2HP04, 0,5 g MgSOa -~ 7 H20, 0,1 g MAC1, 0,1 g CaC12, 1,0 g (NHa)2S04, 
0,5 mg HaBOa, 0,04 mg CuSO~ -~ 5 H20, 0,1 mg KJ, 0,2 mg FeCla @ 6 H20 , 
0,4rag MnSO 4 + 4H20, 0,4rag ZnSO~ ~-7H20, 0,2mg (NH4)2Mo04, 0,1 mg 
Biotin, 0,03 mg Cyanocobalamin, 0,4 g Pyrazon, 1000 ml @ion. Wasser. -- Der 
pH-Wert wurde mit Natronlauge auf einen Weft zwischen 6,5 und 7,5 eingestelit. -- 
Fiir feste Medien wurden 20 g/1 Bacto-Agar (Difco) zugegeben. 

Nachweis des Pyrazons und seiner Abbauprodukte. Diinnsehieht-Chromato- 
graphic auf Kieselgel mit Fluorescenzindieator (Merck GF254). Laufmittel: Benzol/ 
_~thanol/Aeeton (9:1:1, v/v/v). Pyrazon: Rf 0,42; Metabolit B : Rf 0,26; Ver- 
bindung ,,X": l~f 0,15. 

Tests liar die Identi/izierung. Die Methoden wurden im wesentlichen dem 
,,Manual of Microbiological Methods (Society of American Bacteriologists) '~ (1957) 
entnommen. Es zeigte sich, dab die isolierten Stamme auf den normalerweise in 
der Bakteriologie verwendeten Nahrmedien wegen der zu hohen Konzentration 
der gel6sten Stoffe nieht zu waehsen verm6gen. Die Medien wurden deshalb so 
abge•ndert, daft sie einerseits den Pyrazon-abbauenden Bakterien, andererseits 
auch den Vergleichsbakterien Escheriehia eoli und Bacillus subtilis das Wachstum 
und positiven Ausfall der Testreaktionen erm6glichten. Gew6hnlich wurde als 
Grunch]iihrlSsung ffir die Testmedien 0,50/0 Pepton bzw. ein Pyrazon-Mineralsalz- 
medium mit Zusatz yon je 0,1~ Pepton und Hefeextrakt verwendet. 

Ergebnisse 

a) Anreicherung Pyrazon-abbauender Mikroorganismen 

Bodenproben versehiedener Herkunft (Rothschwaige, Limburgerhof 
bei Ludwigshafen, Ecuador) wurden einige Woehen mit einer Pyrazon- 
15sung getri~nkt und anschliel3end in Sehfittelkulturen bei 30~ mit 
Pyrazon-Mineralsalzmedium inkubiert. Naeh mehreren Tagen war das 
Pyrazon in dem Medium nicht mehr naehweisbar. Stets t rat  als Endpro- 
dukt des Abbaues der Metabolit B auf und intermedigr eine Verbindung 
,,X", deren Struktur noeh unbekarmt ist 2. Nach hi~ufigcn Transfers 
wurde eine Bakterien-Misehkultur erhalten, die Pyrazon in einer Kon- 
zentration yon 400 mg/1 in 4--6  Tagen abbaute (Draeger et al., 1969). 

b) Isolierung der Pyrazon-abbauenden Bakterien 

Die Suspensionen wurden verdfinnt und auf Pyrazon-Mineralsalz- 
medium, dem zun~chst kein Cobalamin zugesetzt war, plattiert. Naeh 
2--3 Woehen traten auf diesen Platten neben gr6Beren aueh sehr kleine 

2 Anmerkung bei der Korrektur (22.9.1970). Die Verbindung ,,X" ist 1-(2,3- 
Dihydro-2,3-dihydroxyphenil)-4-amino-5-ehlor-pyridazon-(6) (E. de Frenne u.F. 
Lingens, unverSff.). 

6* 
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Kolonien auf. Unter diesen kleinen Kolonien wurden Pyrazon-abbauende 
Bakterien gefunden. Sie liei~en sich jedoeh auf diesem Medium nur sehr 
schlecht weiterziichten. 

Die Kultivierung der Bakterien gelang erst, nachdem dem (Coba]- 
amin-freien) Pyrazon-Mineralsalzmedium 0,015~ Hefeextrakt zuge- 
setzt war. Der tIefeextrakt ]ie$ sich durch Cobalamin ersetzen. Es wurde 
nieht geprfift, ob die Bakterien auch Biotin, das vom Beginn der Ver- 
suche in den Medien enthalten war, zum Wachstum benStigen. 

Die Pyrazon-abbauenden Bakterien lassen sich auch auf einem 
Komplettmedium mit je 0,1~ Hefeextrakt und Pepton kultivieren. 
Hohe Xonzentrationen (fiber 1 ~ ) wirken hemmend auf das Wachstum. 
Diese Wirkung ist nieht stoffspezifiseh. 

c) Reinheit der Kulturen 

Mehrmals nacheinander wurden Einzelkolonien suspendiert, plattiert 
und untersueht. Um die MSgliehkeit eines ,,gemeinsamen Abbaues" 
durch verschiedene Bakterienst~mme auszusehliel3en, wurde wie folgt 
verfahren: Der Titer einer Suspension wurde mit einer Z~hlkammer 
bestimmt. Die Suspension wurde dann verdiinnt und auf Pyrazon- 
Mineralsalzmedium plattiert, das Pyrazon in ungelSster Form (3g/l) 
enthielt, so daft das Medium dureh die Kristalle getrtibt war. Naeh 2 bis 
3wSehiger Bebriitung waren alle Kolonien yon einem klaren Hof  um- 
geben (Abb. 1). Die gefundene Koloniezahl stimmte mit der berechneten 
in jedem Fall iiberein. Die Ausgangskultur war also einheitlieh und jede 
einzelne Ze]le zum Pyrazonabbau bef~higt. 

Die geinkulturen aus den Bodenproben Rothschwaige, Limburger- 
hof und Ecuador wurden ,,Stature R",  ,,Stature L"  und ,,Stature E" 
genannt. Sie waren nach der Kolonie- und Zellform einander sehr ~hnlich. 

d) Charakterisierung der Pyrazon-abbauenden Bakterien 

Stature R und L waehsen auf dem angegebenen Komplettmedium 
und auf Pyrazon-Mineralsalzagar in 2--3 Woehen zu weiBen, gl~nzenden, 
glatten, runden, ganzrandAgen, viseosen Kolonien yon 2--3 mm Dureh- 
messer, die Kolonien des Stammes E haben einen geringeren Durehmesser 
und sind ma~gl~nzend. 

Morphologie : Zellen rund bis 1/~nglieh (Abb. 2), etwa 0,3 • 0,5-- 1,0 ~m, 
einzeln oder in Paaren und kurzen Ketten. Gelegentlieh l~ngere Zellen, 
bei denen eine Un~erteilung angedeutet ist (Abb. 2). Die Zellen sind unbe- 
weglieh. Sporen oder Kapseln konnten nieh~ naehgewiesen werden. 
F/irbung naeh Gram: stets negativ. 

Wachstum aerob; Trfibung und Sediment in flfissigen Medien; kein 
I-I~utchen. Temperatur : Waehstum bei 20~ und 30~ Kein Waehstum 
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Abb.1. Kolonien yon Pyrazon-abbauenden Bakterien (Stature L) auf Minerals~lz- 
medium mit ungelSstem Pyrazon 

bei 4~ Bei 37~ sterben die Zellen innerhalb weniger Tage ab. Auf- 
bewahrung im Kiihlsehrank mindestens 7 Wochen lang mSglieh. 

pH-Wert :  Waehstum zwischen pK 6,5 und 8,0. Kein Waehsgum bei 
pH ~,0 und 9,0. 

tIitze-I~esistenz : keine lJberlebenden nach 2 Std 80~ 
Gelatine: keine Verfliissigung (4 Wochen). Laekmusmileh: keine 

Vergnderung (4 Wochen). Kartoffel: kein Waehstum. Indol: keine In- 
dolbildung naeh 1,3 und 7 Tagen. Voges-Proskauer: negativ naeh 1,4 
und 8 Tagen (dick beimpft); [da Glucose nieht verwertet wird (s.u.), 
war mit negativem Ausfall zu reehnen]. Nitrit aus Nigrat : negativ, aueh 
bei starker Beimpfung und Austestung alle 2 Std. Jedoeh gutes Waehs- 
turn auf Pyrazon-MineralsMzmedium mit KN03 anstelle yon (NH4)~S04. 
Kein Waehstum auf Pyrazon-Mineralsalzmedium ohne Stiekstoffquelle. 

St~rke: kein Abbau. Cellulose: kcin Abbau in 6 Woehen. Katalase: 
positiv, abet wesentlieh sehw/~eher als bei E. coli und B. subtilis. 

Oxidase-Reaktion naeh Kovaes (1956): positiv. 
Fermentation:  keine S~turebildung, kein Gas aus Zuekern und Alko- 

holen (s.u.) in Mineralsalzmedium mit 0,050/0 der Kohlenstoffquelle, mit 
und ohne Znsatz yon 0,060/0 Pepton. 
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Abb.2. Pyrazonabbauende Bakterien (Stature R) aus 3 Tage alter Schii~telkultur. 
Elektronenmikroskopisehe Aufnahme (Platin-Iridium-Schrggbedampfung; Ver- 

grSBerung 18000fach) 

Nutzung von Kohlenstoffquellen: Gepriift wurde das Wachstum auf 
festen Mineralsalzmedien mit je 0,05~ der zu testenden Verbindung 
(etwa entsprechend der L6slichkeit yon Pyrazon). S/~uren wurden mit 
NaOtt neutra]isiert. Impfstrich mit einer PlatinSse aus einer Saline- 
Suspension. Bebriitnng 4 Wochen. Sterilisation der Kohlenstoffquellen 
separat und 15 rain 1 atii. 

Wachstum auf: Pyrazon § 2 4 7  Antipyrm §  Pyramidon 
+ + +  (nur Stature L), Pyruvat + + + ,  Succinat +§  Fumarat ++ ,  
Malat +, Glutamat ++ ,  Glut~min +, Aspartat § Phenylalanin ++ .  
Ffir die Gewinnung yon Zellmasse sind nut Pyrazon und Antipyrin, 
weniger gut Pyramidon und Pyruvat verwendbar. 

Kein Wachstum auf: Glucose, Fructose, Gal~ctose, Mannose, Mannit, 
Ribose, Arabinose, Saccharose, Lactose, Maltose, Inosit, Glycerin, 
Aeetat, Oxalat, Lactat, Propionat, Malonat, Tartrat, Citrat, Adipat, 
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Glyein, Alanin, Valin, Leucin, Isolencin, Serin, Threonin, Cystin, 
Methionin, c~-Aminoadipins/ture, Prolin, Lysin, Histidin, Arginin, 
Tryptophan, Tyrosin. 

Weiterhin kein Wachstum mit : Na-Phenolat, Brenzkatechin, 
Resorein, Benzoes/~ure, o-, m-, p-Hydroxybenzoes/iure, Acetanilid, 
Anthranils~Lure, Protocatechusgure, Gentisins~Lure, 2,4-, 2,6-Dihydroxy- 
benzoess 1-o-Methylphenyl-4-amino-5-ehlor-pyridazon-6, 1-m-Me- 
thylphenyl-4-amino-5-ch]or-pyridazon-6, 1-p-Methylphenyl-4-amino-5- 
chlor-pyridazon-6, 1-p-Methoxyphenyl- 4- amino - 5 - ch]or- p3n'idazon-6, 
Cyclohexyl-4-amino-5-chlor-pyridazon-6, 1 (3-Propions~ure)-4-amino-5- 
chlor-pyridazon-6, N-Dimethyl-N-phenyl-harnstoff (Fenuron), Isopro- 
pyl-N-phenylcarbamat (IPC). 

Wuehsstoffbedarf: Cobalamin (nur bei Stature R geprfift). Biotin ? 

Sensitivit~t gegen Antibiotica: (Lochtest). 

Medium: Pyrazon-Mineralsalzmedium mit je 0,1~ Hefeextrakt 
und Pepton. 

Dosis/Loch Penicillin Streptomycin Chloramphenicol 

2,5 IE 80 7 100 7 
Durchmesser der HemmhSfe in cm 

Ps. iodinum 0 1 1 
Stature R 1 2,5 3 
Stamm L 1 2,5 3,4 
Ntamm E 1 2,5 3 
Escherichia coti 0 1,5 2 

Konstanz der F~higkeit zllm Pyrazonabbau. -- Der Stature R behglt 
aueh naeh mehreren aufeinanderfolgenden Transfers auf dem Pyrazon- 
freien Komplettmedium die F~higkeit zum Pyrazonabbau. Hefeextrakt,  
Pepton oder Pyruvat  hemmen den Abbau nicht, vorausgesetzt, die 
Gesamtkonzentration der Nghrstoffe liegt nieht zu hoeh (im Hemm- 
bereieh). 

Diskussion 

Die drei aus den versehiedenen Bodenproben isolier~en Pyrazon- 
abbauenden Bakterienstgmme weisen nach den bisherigen Untersuchun- 
gen keine wesentlichen physiologischen Unterschiede auf. In der Kolonie- 
morphologie unterscheidet sich allerdings tier Stature E yon den St~mmen 
L und R dutch einen geringeren Durchmesser und einen weniger stark 
ausgepr~gten Glanz der Kolonien. Da aber dieser Unterschied im ~ugeren 
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Ers~heinungsbild nur geringftigig ist, halten wir es ffir gerechtfcrtigt, 
die drei St~mme der gleichen Art zuzuordnen. 

Die Eigenschaften der Pyrazon-abbauenden Bakterien fiihren zu 
einer Einordnung in die Gattung Achromobacter, wenn man Bergey's 
Manual (Breed, Murray u. Smith, 1957) folgt. Fiir die Einordnung in 
diese Gattung spricht auch das Ergebnis des Hemmversuches mit  
Antibiotiea (vgl. das Schema yon Shewan et al., 1954). 

Brisou u. Prdvot (1954) stellten die nicht beweglichen kokkoiden 
Formen yon Achromobacter in die neu geschaffene Gattung Acinetobacter. 
Die Pyrazon-abbauenden Bakterien passen recht gut in eine Unter- 
gruppe dieser Gattung Acinetobacter (,,Phenon 4/i"), zu der Thornley 
(1967) mit  tIilfe der numerisehen Taxonomie gelangt ist. Die Uberein- 
stimmung der Pyrazon-abbauenden Bakterien mit  den oben angefiihrten 
Gattungen beruht vor allem darauf, dab sie re]ativ wenige der tiblichen 
Testreaktionen ausfiihren k6nnen. Es liegt auf  der Hand,  dab diese 
]~bereinstimmung im Negativen keine befriedigende Basis fiir die Postu- 
lierung einer Verwandtschaft darstellt. Fiir eine weitere Kl i rung der 
systematischen Stellung ist vorgesehen, den (G~-C)-Antcil der DNS zu 
bestimmen. 

Auffallenderweise vermSgen die Pyrazon-abbauendcn Bakterien 
nach den bisherigen Untersuchungen nut gut mit  Pyrazon, Antipyrin 
und Pyramidon zu wachsen, abgesehen yore komplexen I{efcextrakt- 
Pepton-Medium. Die Frage, welehe natiirliehen Kohlenstoffquellen diese 
Bakterien im Erdboden verwenden k6nnen, li[~t sich his jetzt noch nicht 
beantworten. Offensichtlieh werden nut ganz bestimmte aromatisehe 
Verbindungen metabolisiert. Durch n/~here Untersuehung des Abbau- 
weges, die in Angriff genommen worden ist, soll der Zusammenhang 
zwisehen Struktur und Abbaum6glichkeit geklir t  werden. 

Naeh Abschlug dieser Arbeit ersehien eine Ver6ffentlichung yon 
Engvild u. Jensen (1969). Diese Autoren haben aus d&nischer Erde 
Pyrazon-abbauende Bakterien isoliert, die in auffa]lend vielen der an- 
gegebenen Eigenschaften mit den yon uns isolierten Bakterien iiberein- 
stimmen. Die vollkommene ~bereinst immung miigte in vergleiehenden 
Untersuehungen erwiesen werden. Die bisherigen Befunde sprechen 
aber sehr dafiir, da6 in BSden verschiedener Lander ein- und dieselbe 
Bakterienart  fiir den Pyrazonabbau verantwortlich ist, 
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versitg$ ttohenheim, fertigte dankenswerterweise die elektronenrnikroskopischen 
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