728 G. Kran, F.W. ScHLoTE u. H.G. ScHLEGEL: Cytologische Untersuchungen an Chromatium okenii Perty

Die Natur-
wissenschaften

Cytologische Untersuchungen an Chromatium okenii Perty

Von G. Kran, F. W. Scurote und H. G. ScHLEGEL, Goéttingen

Die bisher nach elektronenmikroskopischen Methoden
auf ihre Feinstruktur hin untersuchten phototrophen Bak-
terien, die schwefelfreien und schwefelhaltigen Purpur-
bakterien ([1] bis [8]), unterscheiden sichihrer GréBenach
von der Masse der Bakterien nicht wesentlich. Das erst
unldngst in Anreicherungskultur genommene (9] und in
einer vollsynthetischen Nihrlosung [10] gut wachsende
Schwefelpurpurbakterium Chromatium okenii hebt sich
durch seine Abmessungen (5 bis 6X 8 bis 15 p) von ver-
wandten Arten ab. Im Zusammenhang mit Untersuchun-
gen iiber die Speicherstoffsynthese C-autotropher Bak-
terien [1I] ist Poly-f-hydroxybuttersiure auch in Chro-
matium okenii aufgefunden worden [72]. Es lieBen sich
die Bedingungen ermitteln, unter denen lediglich einer
der in Vakuolen oder in Form von Granula intracelluldr
abgelagerten Reservestoffe, Schwefel, Poly--hydroxy-
buttersdure oder Polysaccharid, angehduft wurde (G.Kran
unverdff.). Bei der elektronenmikroskopischen Unter-
suchung von Ultradiinnschnitten solcher Zellen, die nahe-
zu ausschlieBlich einen einzigen Speicherstoff angehduft
hatten, muBte die Zuordnung einzelner Vakuolentypen
und Innenstrukturen zu den entsprechenden Reserve-
stoffen zweifelsfrei moglich sein.

Physiologische Bedingungen

Werden die Zellen in einem Mineralmedium an einem
Nordfenster im normalen tagesperiodischen Beleuchtungs-
rhythmus herangezogen, so ist ihr Polysaccharidgehalt
gering {etwa 5% vom Trockengewicht), Poly-g-hydroxy-
buttersdure ist nicht nachweisbar, und der Schwefelgehalt
hingt vom Vorhandensein von Schwefelwasserstoff in der
Nihrlosung ab. Nach Verbrauch des Schwefelwasserstoffs
wird der intracellulare Schwefel zu Sulfat oxydiert. Durch
eine anschlieBende zweitdgige Dunkellagerung der Kul-
turen lassen sich vollig schwefelfreie Zellen herstellen.
Anscheinend werden wie bei Chromatium D [13] im Dun-
keln im Zuge einer endogenen Fermentation Speicher-
stoffe abgebaut, und angehdufter Schwefel wird zu H,S
reduziert. Nach anhaltender Dunkellagerung waren auch
Polysaccharide nicht mehr nachweisbar.

Wurden solche speicherstoffarme Zellen einige Stun-
den in Gegenwart von H,S im Licht inkubiert, so fiillten
sie sich rasch mit Schwefelkugeln an, ohne daB eine nen-
nenswerte Synthese anderer Speicherstoffe erfolgte.

Werden die Zellen in einer N-freien Nihrlosung, also
in Abwesenheit einer Stickstoffquelle, mit oder ohne
Kohlendioxyd in Gegenwart einiger organischer Substrate
und von H,S im Licht inkubiert, so hdufen sie Poly-
saccharid an. Im Sdurehydrolysat solcher Zellen waren
20% (mit Propionsdure oder Apfelsiure inkubiert) und
30% (mit Bernsteinsdure inkubiert) des Trockengewichts
an reduzierendem Zucker enthalten.

Poly-f-hydroxybuttersdure wird in Abwesenheit einer v

N-Quelle angehduft, wenn den Zellen Essigsdure zur Ver-
fligung steht. Diese Sdure, die auch das Wachstum in
einer normalen Néhrlosung fordert, wird unter Speicher-
bedingungen vorwiegend zur Synthese von Poly-f-hy-
droxybuttersiure verwertet. In einerCO,-freien Ndhrlosung
wurde PHBS bis zu 20 % des Trockengewichts angehiuft.
Das Polymere ist in diesen Zellen schon lichtmikrosko-
pisch gutsichtbar und durch Firbung mit Sudanschwarz B
als Lipid nachweisbar. Werden die PHBS-reichen Zellen
wieder in normale Nahrldsung gebracht, so verschwindet
der Speicherstoff im Laufe mehrerer Zellteilungen wieder,

Verdnderungen der Struktur der die Pigmente ent-
haltenden Chromatophoren wurden durch Streptomycin-
zusatz zu erzielen versucht. Streptomycin verursacht bei
Griinalgen und Pflanzen apochlorotische und apoplasti-
dische Effekte [14], [15]. Auf Chromatium okenii wirkt
es in einer Konzentration von 100 pg/ml Néhrlosung
toxisch und sistiert das Wachstum. Bei geringeren Kon-
zentrationen (1,0 bis 0,1 ug/ml) wird das Wachstum
kaum beeintrichtigt.

Struktur

Zellen von Chromatium okenii wurden abzentrifugiert,
mit Formol, Permanganat oder Osmiumtetroxyd fixiert,
mit 2% Agar aufgenommen und iiber Aceton in Vesto-
pal W eingebettet. Zur Nachkontrastierung dienten Blei-
hydroxyd [16] oder Uranylacetat [17]. Die wesentlichsten
Befunde sind in den Fig.1 bis 10 dargestellt und im
Schema Fig. 11 zusammengefaf§it worden.

Die Zellwand (Fig.1, b bis d; Schema Fig.11, a), die
sich an die mehrschichtige Cytoplasmamembran (Fig. 1, a)
nach auBen zu anschlieft, 148t sich durch Fixation mit
Osmiumtetroxyd besonders gut darstellen. Sie besteht
aus einer dunklen breiten Innenschicht (b), einer aus zwei
dunklen und einer dazwischenliegenden helleren Zone zu-
sammengesetzten wellenformigen Mittelschicht (¢) und
einer faserigen dunklen Aufenschicht (4). Durch KMnO,
(Fig.2) werden lediglich die Cytoplasmamembran und
ein Teil der die Zellwand aufbauenden Schichten fixiert.

Weite Bereiche des Cytoplasmas werden von kleinen
Bldschen eingenommen, die von einer mehrschichtigen
Membran umhiillt sind, wie an KMnO,-fixierten Prépa-
raten zu erkennen ist (Fig.2; Schema Fig.11, ). Ihr
l.umen ist praktisch optisch leer. Diese Bldschen oder
,,Chrvomatophoren'* entstehen anscheinend durch Ein-
stiilpung der mehrschichtigen Zellgrenzmembran in das
Cytoplasma (Fig.2). Eine solche Bildungsweise legten
bereits Untersuchungen an Rhodospivillum rubvum nahe
[7]. DaB es sich bei diesen Bldschen um Strukturen des
inneren Membransystems der Bakterienzelle handelt, die
sich erst bei der Zerstdrung der Zelle zu den bekannten
Chromatophoren abrunden [8], ist wenig wahrscheinlich.
In Zellen aus alten Kulturen scheinen die Membranen
der Chromatophoren zu grofen, unregelmiBig geformten
Blasen zusammenzuflieBen.

Schwefel wird in groBen, nach KMnO,-Fixierung von
einer dicken elektronendichten Schicht begrenzten Va-
kuolen (Fig. 3, S; Schema Fig. 11, ¢) abgelagert. Nur durch
Formolfixation und unmittelbar folgende Behandlung
mit wafriger Uranylacetatlosung gelang es bisher, auch
den Inhalt der Schwefelvakuolen selbst sichtbar zu
machen (Fig.4, S). Vermutlich wird der Schwefel durch
die sonst zur Fixierung verwendeten Oxydationsmittel
KMnO, oder OsO, oxydiert und in eine wasserlgsliche
Form iiberfithrt.

Zellen, die mit Polysacchariden angereichert sind,
enthalten relativ kleine, rundliche, von keinerlei Membran
begrenzte Tropfen (Fig.3, P; Schema Fig.11, ¢). Ihr
Inhalt 148t sich (Fig.3) mit Bleihydroxyd nachkontra-
stieren. .

Fiir die an Poly-f-hydvoxybutiersdure reichen Zellen
sind groBe, unregelmidBig geformte, zusammenflieBende,
ebenfalls von keinerlei Membran begrenzte Plasmabe-
zirke typisch (Fig.5; Schema Fig.11, d4). PHBS wie
Polysaccharide werden demnach in der Grundsubstanz
des Cytoplasmas als membranlose Tropfchen abgelagert.
Im Falle der PHBS flieflen sie spéter zu grofleren Inseln
zusammen. Nur der Inhalt der Schwefelvakuolen ist
durch eine deutliche Grenzschicht vom Grundcytoplasma
getrennt.

Lichtmikroskopische Untersuchungen an Zellen, die
mit HCl-Giemsa gefdrbt worden waren, machten wahr-
scheinlich, daB3 das Zellkernmaterial, ausgenommen eine
schmale Randzone, fast gleichm#Big iiber das Cytoplasma
der Zellen verteilt ist. Diinnschnitt-Elektronenbilder von
Zellen, die mit Osmiumtetroxyd fixiert worden waren,
bestiatigen diese Vermutung. An verschiedenen Stellen
des Cytoplasmas findet man schmale Hellzonen mit den
nach diesem Verfahren typischen kompakten, gelegent-
lich auffasernden Chromatinstringen (Fig.6, Pieile;
Schema Fig.11, ¢). Nur in OsO,-fixierten Zellen st6Bt
man auBerdem in den das Kernmaterial beherbergenden
Hellzonen sowie im Cytoplasma zwischen den Chromato-
phoren auf globuldre Ribosomen (Fig.6). Das ist ver-
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Fig. 1. Chromatium okenii, kultiviert unter Standardbedingungen,
fixiert mit 1 % OsO,, nachkontrastiert am Schnitt mit Uranylacetat.
Das Cytoplasma wird durch eine aus zwei dunklen und einer hellen
Schicht bestehende Cytoplasmamembran (a) umhillt. In der nach
auflen anschlieBenden Zellwand erkennt man vier dunkle Zonen,
die zum Teil mit helleren Zonen abwechseln : eine dicke innere Schicht
(b), zwei wellenférmig verlaufende mittlere (¢) und eine etwas
faserige duBere Schicht (d), vgl. Zone 4 in Fig.11. 100000 X

Fig. 2. Chromatium okenii, fixiert mit 0,6 % KMnO,, nachkontra-

stiert am Stiick vor der Dehydratisierung mit Aceton mit wiBriger

Uranylacetatlésung. Von der Cytoplasmamembran falten sich Chro-

matophoren in das Cytoplasma hinein ab (Pfeile), vgl. Zone b in
Fig.11. 100000 X

Fig. 3. Chromatium okenii, fixiert mit 0,6 % KMnO,, nachkontra-
stiert am Schnitt mit Bleihydroxyd. Kleine Polysaccharidvakuolen
(P), deren Inhalt mit Bleihydroxyd reagiert, zwischen groBen
optisch leeren Schwefelvakuolen (S), vgl. Zone ¢ in Fig.11. 20000 X

Fig. 4. Chromatium okenii, fixiert mit Formol, nachkontrastiert
am Stiick mit wiBriger Uranylacetatlosung. Schwefelvakuolen
(Pfeile) mit dunklem granuliertem Inhalt. 30000 x
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Fig. 5. Chromatium okenii, Verfahren wie in Fig.2. Poly-g-hydroxy-
buttersiure (PHBS) lagert sich in groBen, offenbar zusammenflie-
Benden Vakuolen ab, vgl. Zone 4 in Fig.11. 30000 X

Fig. 6. Chromatium okenii, Verfahren wie in Fig.1. Die chromo-

somalen Fdden (Pfeile) sind von schmalen Hellzonen umgeben.

In den Hellzonen und zwischen den Chromatophoren zahlreiche
Ribosomen (Ri), vgl. Zone e in Fig.11. 65000 x

Fig. 7. Chromatium okenii, Verfahren wie in Fig.2. Nach diesem
Verfahren wird ein feinfadiges ,,Nukleoplasma'* (Pfeile) in unregel-
méaBig zerlappten Hellzonen sichtbar. 60000 X

Fig. 8. Chromatium okenii, Verfahren wie in Fig.2. Zwischen den
Chromatophoren liegen stdbchenformige Gebilde unbekannter Zu-
sammensetzung (FPfeile), vgl. Zone f in Fig.11. 60000 X

Fig. 9. Chromatium okenii, Verfahren wie in Fig.2. Unter Strepto-

mycinemfluf (10 pg/em?®) bilden sich in wachsenden Zellen Myelin-

figuren. Hochauflosende Bilder zeigen einen typischen Lamellen-
bau, vgl. Zone g in Fig.11. 22000 X

Fig. 10. Chromatium okenii, lysierte Zelle mit Geifelschopf und
dunklem GeiBelansatz im Cytoplasma. 15000 X

57a
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standlich, da Permanganat auch nach ldngerer Einwir-
kungszeit nukleinsdurehaltige Strukturen nicht fixiert.
Fixiert man KMnO,-behandelte Zellen mit walriger
Uranylacetatlosung am Stiick nach, dann gelingt es,
in Zellen mit relativ locker gepackten Chromatophoren
grofie Hellzonen mit einem Geflecht aus diinnsten Faden
darzustellen. Es konnte sich dem Strukturtyp nach um
,.Nukleoplasma'* 18] handeln (Fig.7).

Fig. 11. Zusammengesetztes Schema einer Zelle von Chromatium
okenii, @ Die Zellwand ist mehrschichtig, vgl. Fig.1. b Von der
Cytoplasmamembran falten sich Chromatophoren ab, vgl. Fig.2.
¢ Zellen, die unter Standardbedingungen gewachsen sind, enthalten
zwischen ihren Chromatophoren neben kleinen Polysaccharid-
vakuolen groBe von einer dunklen Schicht begrenzte Schwefel-
vakuolen, vgl. Fig.3. d Poly-g-hydroxybuttersdure-Speicherung
(PHBS) nach Fiitterung mit Acetat, vgl. Fig.5. ¢ Hellzonen mit
chromosomalen Faden. Zwischen den Chromatophoren und in den
Hellzonen zahlreiche Ribosomen, vgl. Fig.6. f Zwischen den Chro-
matophoren liegen stibchenférmige Gebilde unbekannter Zusam-
mensetzung, vgl. Fig.8 g Bildung von Myelinfiguren beim Wachs-
tum unter Streptomyecin, vgl. Fig.9

Unabhingig von Alter und Bedingungen, unter denen
Chyomatium okenii gewachsen ist, findet man im Cyto-
plasma zwischen den Chromatophoren langgestreckt
stdbchenférmige Gebilde unbekannter Bedeutung (Fig.8,
Pfeile; Schema Fig.11, f). Man erkennt einen zentralen
dunklen Strang, der allseitig von lockerer Substanz ver-

hiltnismaBig geringer Dichte nmgeben wird. Soweit aus
der Struktur erschiossen werden kann, bestehen keine
Beziehungen zu den bisher beschriebenen Membranen
und Lamellen des iibrigen Cytoplasmas (vgl. [2], [19]
und [4]).

Werden lebende Zellen von Chromatium okenii mit
Streptomycin behandelt, so kommt es zu Verdnderungen
der Chromatophorenstruktur (Fig.9; Schema Fig.11, g).
Es bilden sich einzelne Lamellen, dann Lamellenpakete,
die sich am besten mit Myelinfiguren vergleichen lassen
[20] bis [22]. Auch nach der Einwirkung von Diphenyl-
amin, das bei Chromatium okenii zu einer Anreicherung
von Carotinoidvorstufen fithrt [237 bilden sich &hnliche
Strukturen.

Die GeiBlel von Chromatium okenii ist bereits im Licht-
mikroskop gut sichtbar. Sie besteht aus einem Biischel
von mehr als 40 einzelnen Stréngen (Fig.10}). Diese ent-
springen einem dunklen rundlichen Korper, der, wie an
lysierten Zellen zu erkennen ist, unter dem Pol der
Zellen randnah im Cytoplasma liegt.

Die Feinstruktur von Chromativm warmingii und
Thiospivillum jenense gleicht weitgehend der von Chyo-
matium okenii,

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir
fiir die Unterstiitzung durch eine Sachbeihilfe.
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Experimentelle Metasomatose an einem Granitkontakt

,,Metasomatose ist eine Umbildung eines Gesteins, bei
welcher dem Gestein Substanz zugefithrt wird, wobei die Bin-
dung oder Anreicherung der zugefithrten Substanz durch be-
stimmte chemische Reaktionen stattfindet, an welchen sowohl
urspriingliche wie neugebildete Minerale teilnehmen’; das ist
die 1922 von V.M. GorDpscHMIDT!) gegebene Definition der
Metasomatose. Es gibt eine Fiille verschiedener metasoma-
tischer Prozesse; aber eine besonders wichtige Gruppe wird
dadurch gekennzeichnet, daB die zugefithrten Stoffe magmati-
scher Herkunft sind. Hierzu gehoren auch die sog. Kontakt-
skarne, die in Kalken und Dolomiten an und in der Ndhe des
Kontakts, vor allem zu Granitintrusionen gebildet worden

sind. Hier ist es offensichtlich, daB die dem urspriinglich
karbonatischen Gestein zugefithrten Substanzen vom Granit
stammen. Da granitische Magmen einige Gew.-% an H,0
gelost haben, welche zum iiberwiegenden Teil beim Kristalli-
sieren freiwerden und in das Nebengestein dringen, kann dieses
iiberkritische Wasser durch das, was es an Substanzen geldst
enthilt, metasomatisch wirksam werden. Wie der Vorgang ist,
wenn Dolomit am Kontakt eines Granits liegt, wurde unter
2000 Bar Gasdruck experimentell untersucht.

Ein Granit, bestehend aus jeweils 30% Quarz, Mikro-
klinperthit und Oligoklas und 10% Biotit, wurde gemahlen
(< 60w ¢} und zu einem Zylinder gepref3t; in gleicher Weise
wurde mit einem recht reinen Dolomit verfahren. Die beiden



