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Die photo~rophen roten und grfinen Schwefclbakterien galten bis vor 
einigen Jahren im Untcrschied zu den Nicht-Schwefelpurpurbakterien 
(Athiorhodaceae) als auxoautotrophe Mikroorganismen (G~sT u. KA~]~, 
1960; THIMANN, 1964; v ~  NIEL, 1963; KONDRATIEVA, 1965). Die bis 
dahin in Reinkultur untersuchten St~mme waren mit mineralischen 
N~hrlSsungen ohne Zusatz yon Wachstumsfaktorcn isoliert und kultiviert 
worden (vAn NI]~L, 1931; LA~SEN, 1952; HV~LBW~T U. LASC]~LLV~S,1963; 
MEC~S~ER, 1957; SADLWR U. STAGIER, 1960). Anreicherungskulturen 
weiterer Arten, die sehon dureh die Besehreibungen yon EHnW~B~nG 
(1838), PEte r  (1852), C o ~  (1875) und WII~OGRADSKY (1888) bekannt 
gcwordcn waren, gelangen in Standzylindern fiber einem Gemiseh aus 
frischem Kl~rschlamm, Erde und Calcinmsulfat (PFenNIG u. SC~L~G~L, 
1960; SO.LEGaL U. PFE~NIa, 1961) ; Reinkulturen der sich entwickeinden 
Arten Chromatium okenii, Chr. weissei, Chr. warmingii und Thiospirillum 
]enense erwiesen sigh in vollsynthetischer N~hrlSsung bedfirftig ffir Vit. 
Ble (PFE~m, 1961). Die Vit. B12-haltige bTi~hrlSsung wurde in den fol- 
genden Jahren ffir die Anreicherungs- und Reinkultur weiterer Sti~mma 
und Arten roter und gainer Schwefelbakterien aus den vcrsehiedensten 
Gewi~ssern in Kalifornien, Norwegen und Deutschland angewendet 
( P F ~ m ,  1965). Van insgesamt 19 Isolaten der Gattung Chlorobium 
erwiesen sich 10 Ms Vit. B12-bedfirftig. Schon die qualitativen Testa 
zeigten, dal~ das Vit. Bl~-Bedfirfnls aller untersuchten grfinen Schwefel- 
bakteriensti~mme etwa gleieh aber deutlich grSl]er als das der raten 
Schwefelbakterien ist. 

Unter den Athiorhodaceae entdeckten Sc~]~, Sc~E~ u. HUT~E~ (1963) 
erstmals bei Rhodopseudomonas palustris Abhi~ngigkeit des Waehstums 
van Vit. B~2, wenn sie diescn Organismus bei erhShten Temperaturcn 
(40--45 ~ C) kultiviarten. 

Die im folgenden beschriebenen Versuehe hatten zum Ziele festzu- 
stellen, in welchem Konzentrationsbereich die roten und grfinen Schwefel- 
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bak te r i en  au f  Vit.  B12 ansprechen.  We i t e rh in  sollte un te r such t  werden,  
welche F a k t o r e n  Vit .  B12 e rse tzen  kSnnen.  

Mater ia l  and  Methoden 
Alle roten und grfinen Sehwefelbakterien warden in der von P r ~ I G  (1965) 

besehriebenen N~hrl5sung bei pH 6,8 mit 0,075 g Na~S �9 9 H20 und 0,04 g Am- 
moniumaeetat (an Stelle von 0,033 g i~H~C1) sowie 2 ~g Vit. B12 je 100 ml Medium 
gezfiehtet. Die bei PFE~Xm (1965) angegebene Schwermetall-L5sung wurde durch 
folgende verbesserte Schwermetall-LSsung ersetzt: Dest. Wasser 1000 ml; Titri- 
plex I I I  500 rag; FeSO~- 7tt20 200 mg; ZnSO~" 7H~O 10 rag; MnCl~ �9 4tt~O 3 rag; 
H3BO~ 30 rag; CoCI~- 6H~O 20 rag; CuC12.2H~O 1 rag; NiC12. 6H~O 2rag; 
Na~MoOa. 2tt~O 3 rag. Anwendung: 10 ml dieser LSsung je Liter Kulturmedium. 
Fiir die quantitativen Vit. B12-Teste wurden dem mit bidestilliertem Wasser an- 
gesetzten, zun~chst Vit. B12-freien Medium steigende Mengen sterilfiltrierter 
Cyanocobalamin (Merck)-LSsung zugesetzt: Endkonzentrationen ffir die roten 
Schwefelbakterien in m~g Vit. BI~ je ml Medium: 0; 0,01; 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 
0,5 and 1,0; Endkonzentrationen fiir die grfinen Schwefelbakterien 0; 0,05; 0,1; 
0,2; 0,5; 1,0; 1,5 und 2,0 m~g Vit. BI~ je ml Medium. 

Das Impfmaterial ffir die Testreihen (50 ml Sehraubverschlul~fiasehen, 2 bis 
3 Parallelen) wurde fiber 1--3 Passagen in Vit. Bl~-freiem Medium vorkultiviert: 
bei den Chlorobium-St~mmen war das Wachstum bereits in der ersten Vit. B~- 
freien Subkultur begrenzt; demgegenfiber wurde bei den Chromatium-St~mmen, 
je nachdem, wann die Wachstumsbegrenzung infolge Vit. B12-1~angels einsetzte, 
aus der 2. oder 3. Passage mit je 0,5 ml geimpft. Alle Flasehen warden bei 20 ~ C 
und 700 Lux Liehtintensit~t bebrfitet. Die Auswertung erfolgte, wenn die am 
st~rksten gewaehsenen Flasehen 1--2 Tage sehwefelfrei gestanden hatten. Bei den 
hSchsten Vit. B~2-Konzentrationen war dann nieht Vit. Ble wachstumsbegrenzender 
Faktor, sondern die in der N~hrlSsung gebotene Sulfidkonzentration. Alle Vit. B~- 
begrenzten Kulturen enthielten mehr oder weniger noeh nicht photooxydierten 
elementaren Sehwefel; deshalb sehieden Trfibungsmessungen und Trockensubstanz- 
oder Proteinbestimmungen, die alle durch elementaren Schwefel gest5r~ werden, 
fdr die routinemg~ige quantitative Auswertung der Versuche aus. Wegen der 
Instabilitgt der Baeterioehlorophylle in organisehen L5sungsmitteln wurde als MaB 
ffir die Vii. B~-Wirkung die colorimetrische Ph~ophytinbestimmung gew~hlt. 

Bei den grfinen Sehwefelbakterien wurde wie folgt verfahren: 10 ml jeder 
Kultur (oder 20 ml bei sehr sehwach gewaehsenen Kulturen) wurden bei 16000 • g 
20 rain abzentrifugiert und der Satz nach Dekantieren in 1 ml dest. Wasser suspen- 
dier~. Durch Zugabe yon 9 ml Methanol mit 0,1 molar Citronens~ure wurde das 
Chlorophyll aus den Zellen extrahiert und sofort in Ph~ophytin umgewandelt 
(J]~sE~ et al., 1964). Zur vollstandigen Extraktion wurden die R5hrehen 30 min 
bei + 4~ gehalten. Naeh Abzentrifugieren der Zellen wurde der Phaophytin- 
gehMt des klaren, olivgrfinen Methanolextraktes im Zeiss-Spektralphotometer 
beim langwelligen Absorptionsmaximum des Phaophytins (Baeteriophaophytin 
c = 667,5 nm, Baeterioph~iophytin d ~ 662,5 nm; Chlorophyllnomenklatur nach 
J ~ s ~  et al., 1964) bestimmt. Da sich Bacteriochlorophyll a der roten Schwefel- 
bakterien in Methanol mit 0,1 molar Citronensaure nicht zu Ph~iophytin umwandeln 
last,  wurde bei diesen Organismen nach T ~  (1966) wie folgt verfahren: 
10 ml jeder Kultur warden bei 12000 • g 10 rain abzentrifugiert, der Satz in 0,5 ml 
dest. Wasser homogen suspendiert and dann 4,5 ml Methanol mit 0,03 m Ortho- 
phosphors~ure zugesetzt. Naeh 30 min Extraktionsdauer bei + 4~ wurde der 
klare Extrakt vom UnlSsliehen abzentrifugiert and der Phaophytingehalt bei 765 nm 
im Zeiss-Spektralphotometer bestimmt. 
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Troclcensubstanzbestimmung 
Zur Bestimmung der Trockensubstanz yon Chlorobium-Zellen wurden jewefls 

100--500ml Zellsuspension abzentrifugiert (16000• 20rain), die Zellen wurden 
zweimal mit dest. Wasser gewaschen und bei 85~ bis zur Gewichtskonstanz 
getrocknet. Da nich~ vollst~ndig ausgewachsene Chlorobienkulturen stets elemen- 
taren Schwefel enthalten, wurde das auf diese Weise erhaltene Trockengewicht 
in bezug auf den elementaren Schwefel korrigiert. 

Schwe/elbestimmung 
Die oben erh~ltene Trockensubstanz diente als Ausgangsmaterial zur Bestim- 

mung des elementaren Schwefels. 50--60 mg TS wurden nach WURZSCm'~ITT U. 
Z L ' ~ E ~  (1950) durch Verbrennung mit N~O~ und J~thylenglykol als Ztind- 
substanz in der Wurzschmitt-Bombe ~ufgeschlossen. Die alkalische Schmelze wurde 
in verdiinnter Salzs~ure gel5st und das Sulfat gravimetrisch nach M i i ~  (1954) 
bestimmt. Nach Ans~uern auf pH 1--2 wurde in der Siedehitze mit 0,1 m Barium- 
chloridlSsung gef~llt, fiber N~cht stehengelassen, ~nschlie~end auf Tiegeffritten 
abfiltriert, gew~schen und 10 rain bei 500--600~ im Muffelofen gegliiht. Die 
Tiegelfritten wurden dann im Exsiccator fiber Silicagel ~bgekiihlt und gewogen. 

Spel~trophotometrische Messungen 
Die Absorptionsspektren yon Chlorobium-Zellen wurden an gewaschenen Zell- 

suspensionen im Zeiss-Spektralphotometer nach der Opalglas-Methode yon S m ~ n ~  
et al. (1954) gemessen. 

Die Vit. B~-Faktoren I I I  (=  5-Hydroxy-benzimidazol-cob~lamin), :IV (=  Ade- 
nin-cobul~min) und B (~  nucleotidfreies Cobalamin) ffir die qualit~tiven Teste 
wurden uns freundlicherweise yon Herrn Dr. F. WAr Lehrstuhl fiir Biochemie 
der Technischcn Hochschule Stuttgart, zur Verffigung gestellt. 

Allo verwendeten Organismen stammen aus der eigenen Kulturensammlung. 
Ffir die quantitativen Bestimmungenwurden folgende Chromatium- und Chlorobium- 
St~mme verwendet: Chromatium weissei, Stature 6211; Chromatium warmingii, 
St~imme 1113, 6512 und 1311; Chlorobium thiosul]atophilum, Stamm 1930; Chlo- 
robium limicola, Sti~mme 1830, 1230 und 6132. 

Ergebnisse und Diskussion 

1. Vit. Bl~-Konzentrationen und Chlorophyllgehalte der Kulturen 

Typische Mel~ergebifisse ffir je zwei Vit. Bl~-bedfirftige rote und  griine 
Schwefelbakteriensti~mme zeigen Abb. 1 und  2. Die Ext inkt ionswerte  der 
langwelligen Absorpt ionsmaxim~ der im sauren Methanolextrakt  ge- 
wonnenen Ph~ophyt ine  sind gegen die Vit. Bl~-Konzentrationen auf- 
getragen. Bei Chromatium weissei, Stature 6211 und Chr. warmingii, 
S t a m m  6512, liegt der mi t  den Vit. B~-Konzent ra t ionen  linear anstei- 
gende Phs  im Bereich bis 0,1 m~g Vit. B12 je ml. Oberhalb yon 
0,1 m~zg Vit. B12 wird Sulfid begrenzender Faktor .  Vergleicht man  dami t  die 
Messungen an Chlorobium thiosul/atophilum, Stature 1930 und Chl. limi- 
cola, Stature 1830, so f~llt auf, dab die entsprechenden Ertragssteige- 
rungen bei den grfinen Schwefelbakterien im Konzentra t ionsbereich bis 
1,5 m~g Vit. ]~lU je ml ~ L  liegen, also um eine Zehnerpotenz hSher. Diese 
eindcutige Differenz trifft ffir alle 10 bisher isolierten Vit. Bl~-bedfirftigen 
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Sti~mme toter Schwefelbakterien gegenfiber allen 10 bisher isolierten Vit. 
B12-bedfirftigen Chlorobium-St&mmen zu, wie sich schon qualitativ uus 
den Ver~rmungsexperimenten erkennen l&Bt: Nach Oberimpfung yon 
0,5 ml einer gut gewachsenen Kultur in 50 ml Vii. B12-freie N~hrlSsung 
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Abb. I.  Abh~tngigkeit des Chlorophyllgehaltes zweier Chlorobium-Kalturen yon der Vit. Bl~-Konzen- 
tration. Der Chlorophyllgehalt der Zellen wurde nach Umwandlung des Chlorophylls in Ph~iophytin 
bestimmt, n • Chl. limicola 1830; Extinktion im langwelligen Absorptionsmaximum bei 
667,5 nm (Bacterioph~iophytin c), o o Chl. thiosuIIatophilum 1930; Extinktion im lang- 
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Abb. 2. Abhiingigkeit des Chlorophyllgehaltes zweier Chromatium-Kulturen vonde r  u B~-Konzen- 
tration. Bestimmung des Chlorophyllgehal~es nach lJmwandlung des Chlorophylls in Ph~ophytin. 

o o Chr. warmingii; A .~ Chr. weisseL l~Iessung der Extinktion im langweUigen 
Absorptionsmaximum yon Bacteriophiiophytin a bei 765 nm 
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tr i t t  nur bei den Chlorobien Waehstumsbegrenzung dureh Vit. B~- 
Mangel ein ; bei allen Thiorhodaceae-Stgmmen bedarf es dazu 1--2 weiterer 
Passagen im Vit. Bt~-freien Medium. 

2. Vit. Bl~-Konzentrationen und Trockensubstanzbildung 

Um den Vit. B12-Bedarf auch mit der Zellsubstanzbildung in Beziehung 
setzen zu k6nnen, wurden an Kulturen yon Chl. limicola 1830, die bei 
verschiedenen Vit. B12-Konzentrationen gewaehsen waren, parallel 
Trockensubstanz- und Ph/~ophytinbestimmungen vorgenommen. Hier- 
bei zeigte es sich, dab der Ertrag der Trockensubstanz bei Vi~. Bl~-Kon- 
zentrationen oberhalb yon 0,15 m~g/ml NL nieht mehr proportional zum 
Ph~ophytinertrag ansteigt, sondern schon bei 1 m~g Vit. Bl~/ml dell 
S~t~igungswert erreicht (Abb.3). Die H~lfte der unter diesen Kultur- 
bedingungen maximal erreichbaren Troekensubstanz wird schon bei 
0,15 m~g Vit. B12/ml gebildet, w~hrend ffir die halbmaximale Chloro- 
phyllbildung 1,1 m~g Vi~. Bl~/ml , also mehr als die siebenfaehe Vit. 
Bl~-Konzen~ration ben6tigt wird. 

Im Bereich der linearen Abh/~ngigkeit des Waehstums von der Vit. 
Bl~-Konzentration erm6gliehen 0,1 m~g Vit. B12 die Bildung yon 70 ~zg 
Zellsubstanz. Zur Bildung von 1 g Zellsubstanz wiirden daher bei diesem 
Chlorobium-Stamm 1,4 ~g Vit. B12 bea6~igt werden. 

Dieser Weft  von 1,4 ~g Vit. B~2/g Zellsubstanz liegt etwas unter den 
yon USr~SKAYA u. KOND~ATInVA (1962) ermit~elten Vit. B12-Gehalten 
der Zellsubstanz auxoautotropher roter nnd griiner Sehwefelbakterien: 
Chromatium minutissimum enthielt photoautotroph gez/iehtet 8,5--9 ~g 
Vit. B~2 je g Troekensubstanz, photoorganotroph gezfichtet aber nur 
2 ~g Vit. B12 je g. Entspreehende Werte erhielten die Autoren bei 
Chloropseudomonas ethylicum (8,3--8,5 ~g Vit. B~2/g photoautotroph, 
3 ~g Vit. Ble/g photoorganotroph). Das nur photoautotroph wachsende 
Chlorobium thiosul/atophilum enthiel~ mit Chromatium und Chloropseudo- 
monas fibereinstimmende Vii. B~2-Mengen: 8 ~g Vi~. B~/g Troekensub- 
stanz. Es haben sieh also hier keine Untersehiecle in den Vit. B~-Gehalten 
auxoaugotropher roter und gr/iner Schwefelbakterien gezeigt. Wit h/ttten 
auf Grund unserer Befunde Untersehiecle erwartet, da die Vit. B~- 
bedfirftigen St~mme der gr/inen Bakterien zur Ausbildung des normalen 
Pigmentgehaltes wesentlieh h6here Vit. B12-Konzentrationen ben6tigen 
als die roten Sehwefelbakterien. 

Die verh~ltnism~gig hohe Troekensubstanzbildung von Chl. limicola 
1830 bei 0,15 m~tg Vi~. B~e/ml NL IgBt sieh dadureh verstehen, dag die 
Organismen bei Vit. Bl~-Begrenzung gewaehsen sind und daher einen 
niedrigeren Vit. Blu-Gehalt aufweisen werden als vergleiehbare auxo- 
auto~rophe 0rganismen. 
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Ffir die Chrysomonade Monochrysis lutheri land DRoo~ (1961), d~6 
(ira Bereieh yon 0,1--100 FFg Vit. Bl~/ml ) 1 FFg Vit. BI~ das Wachstum 
yon 0,55 �9 106 Zellen ermSglicht. Da jede Zelle ein Volumen yon 200 Fm s 
besitzt, d .h .  bei einem spez. Gewicht yon wenig fiber 1 also 200 FFg 
wiegt, ermSglicht 1 mFg Vit. B~= die Bildung yon 1,1 �9 1011 FFg Frisch- 
gewicht oder (bei 80 ~ Wassergehalt) 22 mg Trockensubstanz. Das ist 
etw~ 30mal mehr Troekensubstanz als bei der gleichen Vit. B~=-Menge 
durch Chlorobium limicola 1830 gebildet werden kann. 

3. Mangelerscheinungen an Fit. Bl=-begrenzten Kulturen 

Das auff&lligste Zeiehen des Vit. B12-Mangels bei den meisten Chloro. 
bium-Kulturen ist die Verf~rbung der Zellmasse yon gr~sgrfin naeh 
grfingelb bis goldgelb. Diese Farb/~nderung beruht auf dem niedrigeren 
Chlorophyllgeh~lt der bei geringen Vit. B~s-Konzentrationen gezogenen 
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Abb. 3. Trockensubs tanz-  und  Chlorophynbi ldung du tch  Chl. limlcola 1830 i nAbh~ng igke i t  yon der  

Vi t ,  Bl~-Konzentra t ion.  �9 �9 Trockensubs tanz ;  * ~ Ph~ophy t in  

Zellen, wie aus Abb.3 hervorgeht : Das Verhaltnis Phgophytin/Trocken- 
substanz steigt oberhalb yon 0,15 m~g Vit. B12/ml an, bis die fiir maxi- 
male Chlorophyllbildung erforderliche Vit. B12-Konzentration (10 mFg 
Vit. Bl~/ml) erreicht ist. Zellen, die bei 0,1 m~g Vit. Bl~/ml gewachsen 
sind, weisen ein ffir grfine Schwefelbakterien ungewShnliehes Absorp- 
tionsspektrum auf (Abb.4): Die Chlorophyllgipfel bei 750 und 460 nm 
sind nur sehr schwach ausgepragt. Demgegeniiber entspricht das Spek- 
trum yon Zellen, die bei 10 m~tg Vit. Bl~/ml NL kultiviert sind, dem- 
jenigen auxoautotropher Chlorobien. 

Chromatium-Kulturen, deren Eigenfarbe sehon yon Natur  aus durch 
die enthaltenen Carotine bedingt ist, ~tndern ihre F~trbung praktisch 
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nicht, jedoch sind die Einzehellen mit Speicherstoffen angeffillt (Abb. 5), 
die sich durch Br~unfs mit Kaliumjodid-Jod als Polysaccharide 
erweisen. Die Untersuchungen von FoGG (1959), FORD u. GOULD~ ~ (1959) 
und ~nderen Autoren huben erkennen lassen, d~I~ sich Vit. Bl~-Mangel bei 
Algen wie Stickstoffmangel auswirkt und zur Ablagerung N-freier 
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Abb.4 .  Absorl ) t ionsspektren gewasehener  Zellen yon  Chl. limicola 1830 naeh  Anzuch t  bei  verschie- 
denen Vit .  Bn-Xonzen t ra t ionen .  Die  Zellsuspensionen wurden  a u f  e twa  gleiche Ex t ink t ion  bei 600 m n  
eingestell t .  - -  Anzueh t  bei 10 m~,g Vit .  ]31~/ml NL;  - -  - - - -  Anzucht  bei 0 , i  m~g/Vit.B~2/ 
ml  NL.  Diese Suspension en~hielt e lementaren  Schwefel in  einer :~ienge von  2 ~ der Trockensubs tanz  

a b 
A b b . 5 a  und  b. Chromatium okenii, Stamm1111, Hel l fe ld-Lebendaufnahmen,  Vergr .  1820real. 
a ~Normale Zellen, welche in  Gegenwar t  yon  20 m ~ g  Vit.  BI~ je Milliliter Medium gewachsen s ind;  
b Vit .  Bls-lVJ[angelzellen, welche in der zweiten Passage  in  Vit .  B~-f re iem Medium gewachsen sind. 
Die  Zellen s ind me i s t  unbewegl ich;  ihre Sohwefeltr6pfohen s ind  i m  Inne ren  konzentrier~,  w/ihrend 
die per ipheren  ]3ereiehe der  Zellen mi~ 1)olysaecharidgranula vol lgestopf t  s ind (weil~e 1)tinktehen) 
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Speicherstoffe (z. B. Fett) ffihrt. Die speicherstoffbildenden Thiorhodaceae 
(vgl. SCHL]~GEL, 1962; KaA~ u. Mitarb., 1963) verhalten sigh hier ent- 
sprechend den grfinen Algen. 

4. Die Verwertung anderer Vit. B12-Fa]ctoren 

Um die Spezifitgt des Vit. Bl~-Bedfirfnisses der roten und griinen 
Schwefelbakterien zu testen, wurde zungehst die Koba]t-Konzentrat ion 
im Medium yon 0,2 ~g CoC12 auf 4 ~g/ml NL erhSht, jedoch ffihrte diese 
Mal~nahme bei keinem Stamm zur Aufhebung des Vit. Bl~-Bediirfnisses. 
Anders als bei E. col i -Mutanten und Leptothrix (MuLDER, 1963) lieB sigh 
das Vit. B12-Bedfirfnis aller Chlorobium-Stgmme ~uch nicht durch Me- 
thionin befriedigen. E s t ra t  sogar im Bereich yon 10--50 ~g Methionin/ml 
Medium eine mehr oder weniger starke Wachstumshemmung bei a]len 
Stgmmen auf. AuBer Cyanocobalamin ( =  5,6-Dimethyl-benzimidazol- 
cobalamin) haben wir bei einigen Stgmmen noch die Vit. Bm-FaktorenI I I  , 
IV und B qualitativ getestet (Tabelle). 

Tabelle 
Cyanocobalanfin Faktor I I I  Faktor IV Faktor B 

Organismen 20 m~g/ml 20 m~g/ml 20 m~g/mI 20 mlzg/ml 

Chr. warmingii 
Stamm 6511 ~- Jr • • 

Chr. weissei 
S~mm 6211 4- -~ + • 

Chl. limicola 
St~mm 1830 4- § -- -- 

Chl. thiosul/atophilum 
Stature 1930 ~- -~ • 4- 

Chl. limicola 
St~mm 6132 • • -- -- 

Chl. limicola 
Stamm 1230 -~ ~ q- + 

-- Wachstum gut; • Wachstum schwach; -- kein Wachstum. 

W~thrend die beiden Thiorhodaceae-Stgmme mit allen geprfiften Fak- 
toren zu wachsen vermSgen, t ra ten bei den vier Chlorobium-Stgmmen 
deutliche UntersGhiede in der Verwertung der Faktoren IV und B auf: 
zwei der Stgmme (1830 und 6132) verwerten nur Cobalamine, die sub- 
stituiertes Benzimidazol als Nucleotid enthalten. Ein Stature (1230) 
wgchst mit  allen F~ktoren gleich gut, wghrend Stamm 1930 das Adenin- 
substituierte Cobalamin schlechter verwertet  als das nueleotidfreie. 

5. Vit. Ble-Bediir/nis und Bedingungen am nati~rlichen Standort 

Alle bisher iso]ierten Stgmme yon Chromatium okenii (3), Chr. weissei 
(3), Chr. warmingii  (3), Thiospiri l lum ]enense (2) und etwa die Hg]fte 
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aller isolierten Chlorobium-Stgmme erwiesen sich als Vit. B~2-bediirRig. 
Es erseheint deshalb bereehtigt anzunehmen, dal~ es sieh in allen diesen 
Fgllen nieht um die zuf~llige oder selektive Isolierung vereinzelter 
Mangelmutanten handelt, sondern dab auch groBe natfirlich vorkom- 
mende Populationen dieser Organismen Vii. B12-bediirftig sind. So lieBen 
z. B. Anreieherungskulturen m~t und ohne Vit. B~2-Zusatz erkennen, dal] 
die diehte, das Wasser weinrot f~rbende Population yon Chromatium 
olcenii und Chr. weissei des Abwasserteiehes einer Brauerei in Zeulenroda/ 
Thiir. nur aus Vit. Bl~-bedfirftigen Zellen besteht: selbst mit groBen 
Mengen Impfmaterial t ra t  im Gegensatz zu der Vit. B12-haltigen Nghr- 
]Ssung in der Vit. B12-freien keine Vermehrung dieser 0rganismen ein. 
Experimentelle Bestgtigungen ]iegen auch in Untersuehungen an mero- 
miktischen Seen Norwegens vor. In  Zusammenarbeit mit ORME~OD U. 
HOLTA~ (1967, in Vorbereitung) wurde z .B.  gefunden, dab die grfin 
gef~rbte anaerobe Wasserschieht des Polden-Sees in 7 m Tiefe aus- 
sehlieBlich Vit. B12-bediirftige Chlorobacteriaceae entha]ten muG: neben 
2 ,5 -10  ~ koloniebildenden Zellen je Milliliter Seewasser in Vit. B12- 
haltigen Agar-Schiittelkulturen konnte nieht eine Kolonie Vit. B~2-auto- 
tropher Zellen in Vit. B~-freien Agar-Schiittelkulturen nachgewiesen 
werden. In diesem Zusammenhang sind auch die Befunde yon DRoor 
u. Mitarb. (1959) interessant, nach denen etwa 70o/0 der einzelligen 
marinen Algen Vit. B12-bedfirftig sind. 

Der Vit. B12-Gehalt eines yon Ro]~BI~-s u. Mitarb. (1950) untersnchten 
Teiehwassers lag das ganze Jahr  fiber zwischen 0,1 und 1,0 mb~g Vit. 
B12/ml. Es sind dies Konzentrationen, die selbst den ansprnchsvollen 
grtinen Schwefe]bakterien eine normale Entwicklung ermSgliehen. Im 
Schlamm des Teiehes fanden die Autoren Bakterien und Aetinomyceten, 
die Vit. B12 synthetisieren und ausscheiden. Die Untersuchungen yon 
BERNItAUER U. FI~IEDI~IC~ (1954) fiber den Gehalt an Vit. B12-Faktoren 
im Sehlamm aus anaeroben Faulrgumen haben gezeigt, welche beaeht- 
lichen Mengen an Vit. B12-Faktoren im anaeroben Faulsehlamm gebildet 
werden (0,1--2,0rag Vit. Bl~-Faktoren je Liter Faulsehlamm). Als 
Hauptkomponenten wiesen die Autoren naeh: 5,6-Dimethyl-benzimida- 
zol-cobalamin, 5-I-Iydroxy-benzimidazol-eobalamin (FnIEDRIC~ u. B~mv- 
~AU~Sn, 1956) und nucleotidfreies Cobalamin. Die anaerobe Mikroflora, 
welehe im Sehlamm natfirlicher Gewgsser die Lebensbedingungen f/Jr 
phototrophe Schwefe]bakterien bildet, ist derjenigen der Fan]rgume 
ghnlieh; bier wie dort treten C02, H~S, CH 4 und H~ als Ggrgase auf. 
Durch die Tgtigkeit dieser anaeroben Mikroflora werden wohl die grSBten 
in der Natur  vorkommenden Vit. B12-Mengen gebildet. Da in dieser 
6kologischen Nisehe Vit. B~z-autotrophe Sehwefelbakterien kaum einen 
Selektionsvorteil besitzen, ist es durchaus verstgndlich, dab vide photo- 
trophe Schwefelbakterien Vit. B~-bedfirftig sin& 
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Zusammenfassung 
1. 10 yon 19 Chlorobium-St~mmen, die mit einer Vit. Bm-haltigen 

Ni~hrlSsung aus verschiedenen Gewi~ssern in Kalifornien, Norwegen und 
Deutschland isoliert waren, erwiescn sich als Vit. B12-bedfirftig. 

2. Bei Vit. B12-bedfirftigen Chlorobium- und Chromatium-St~mmen 
wurde der Chlorophyilgehalt der Kulturen in Abhiingigkeit yon der Vit. 
B12-Konzentration quantitativ bestimmt. Zur Bildung vergleichbarer 
Ertri~ge benStigten alle untersuchten Chlorobium-St~mme gegeniiber 
den Chromatium-St~mmen etwa zehnmal hShere Vit.Bm-Konzentrationen. 

3. Der Vergleich der Trockensubstanz- und Chlorophyllmengen einer 
Chlorobium-Kultur in Abh~ngigkeit vonder  Vit. Bm-Konzentration zeigt, 
dab der Chlorophyllgehalt der Zellen sehr stark erniedrigt ist, wenn 
Vit. B~2 wachstumsbegrenzender Faktor  ist. 

4. Die unter Vit. Bm-Begrenzung bei Chlorobien und Chromatien auf- 
tretenden Mangelerscheinungen sind beschrieben. 

5. Vit. B12 l i~t  sich weder durch erhShte Co++-Konzentrationen noch 
durch Methionin ersetzen. Die getesteten Chromatium-St~mme verwertcn 
alle geprfifteu Vit. Bm-Faktoren (][II, IV und B), w~hrcnd zwei der 
untersuchten vier Chlorobium-St~mme nnr Cobalamine nutzen kSnnen, 
die substituicrtes Benzimidazol als Nucleotid enthalten. 

6. Die Ergebuisse werden ira Hinblick auf die Bedingungen an natiir- 
lichen Standorten diskutiert. 

Summary 
1.10 out of 19 Chlorobium-strains, which were isolated with a vii. 

Bl~-containing culture medium from different ponds and lakes in Cali- 
fornia, ~qorway, and Germany, proved to be vit. Bla-dependent. 

2. The chlorophyll content of vit. Bl2-dependent Chlorobium- and 
Chromatium-strains was determined in correlation to the vit. B12-conccn- 
tratiou of the medium. All Chlorobium-strains tested required for com- 
parable yields about ten times higher vit. Bin-concentrations than the 
Chromatium-strains. 

3. The comparison of dry weight and chlorophyll content of a Chlo- 
robium culture in correlation to the vit. B12 concentration of the medium 
shows, that  the chlorophyll content of the cells is strongly reduced in the 
presence of growth-limiting vit. B~2-concentrations. 

4. The deficiency characteristics of Chlorobium- and Chromatium- 
strains under conditions of vit. B12-limitation are described. 

5. Vii. B~ could not be replaced neither by increased Co++-concen- 
trations nor by the addition of methionin. The Chromatium-strains were 
able to utilize all vit. B12-factors tested (III, IV and B), while two of 
the four Chlorobium-strains studied grow only in the presence of sub- 
sti tuted benzimidazole containing cobalamines. 
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6. The results are discussed in  view of the condit ions in  na tu ra l  

habi ta ts .  

Den Mitarbeitern des Norwegischen Instituts ffir Wasserforschung, Blindern/ 
Oslo, danken wir ffir ihre grol~zfigige Hilfe bei den Probeentnahmen aus norwegischen 
Seen. 

Fraulein ROSE:gARIE RYPPK• danken wir ffir sorgf~ltige Assistenz. Die Unter- 
suchungen wurden ausgeffihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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