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Occurrence of  P h y t o l  and  Geranylgeran io l  in the  Bacter iochlorophyl l s  
of  R e d  and  Green Sulfur  Bac te r i a  

Abstravt. The bacterioehlorophylls a of 38 strains belonging to 15 different 
species of the purple sulfur bacteria (Chromatiaceae) were studied with respect to 
the nature of the esterifying alcohol. The classical bacteriochlorophyll ap containing 
phytol is the main bacteriochlorophyll in all strains. The new bacteriochlorophyll aGg 
Occurs as a minor component in addition to bacteriochlorophyll ap only in five 
species. 

The esterifying alcohoi of the bacteriochlorophyll a of the reaction centers of 
all seven type strains of the Chlorobiaceae was shown to be phytol. 

The compounds with R1-values between the bacteriophaeophytins ap and aG~ 
found by thin-layer-chromatography were shown to be artifacts of the preparation 
technique. 

All strains of the bacteriochlorophyll b-containing purple bacteria have phytol 
as the major esterifying alcohol; in addition, small amounts of bacteriochlorophyll b 
are esterified with another alcohol which is most probably all-tran~-geranylgeraniol. 

Key words: Chromatiaceae --  Chlorobiaceae -- Esterifying Alcohols --  Phytol, 
Geranylgeranio][ -- Bacteriochlorophyll ap --  Bacteriochlorophyll aa~ --  Bacterio- 
chlorophyll bp --  Bacterioehlorophyll bog. 

Fr t ihere  Un te r suchungen  von K n o b l o c h  (1972), Brockmann ,  J r . ,  u. 
K n o b l o c h  (1972), K a t z  etal.  (1972) sowie Brockmann ,  Jr . ,  etal.  (1973) 
haben  gezeigt,  dab  cs bei  Rhodospi r i l l aceae  zwei verschiedene Bacter io-  
chlorophyl le  a gibt ,  welche sich nur  durch  ihre A lkoho lkomponen te  a m  
sonst  gleichen Chromophor  un te r sche iden :  Bac te r ioch lorophyl l  ap mi t  
P h y t o l  (klassisch) und  Bac te r ioch lorophyl l  aGg mi t  a l l - t rans -Geranyl -  
geraniol  (neu) (Katz  et al., 1972). N a c h d e m  Kfinzler  u. Pfennig  (1973) mi t  
der  yon  K n o b l o c h  (1972) beschr iebenen Methode  zur  Un te r sehe idung  
dieser Bac te r ioch lorophyl le  bei jeder  der  13 Bac te r ioch lorophyl l  a- 
en tha l t enden  A r t e n  der  Rhodosp i r i l l aceae  fes tgeste l l t  haben,  welches 

* Herrn Prof. Dr. Dr. e.h. Hans Broekmann zum 70. Geburtstag gewidmet. 
Abki~rzungen. DSI~I = Deutsche Sammlung yon MJkroorganismcn; Bchl. = Bac- 

teriochlorophyll. 
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Bacte r ioch lorophyl l  a bei  welcher A r t  v o r k o m m t ,  soll hier  gepr i i f t  werden,  
welche A lkoho lkomponen ten  bei  den Bac te r ioch lorophyl len  a der  Chro- 
ma t i aceae  und  der  Chlorobiaeeae vorkommen .  Eine  Un te r suehung  der  
Bae te r ioeh lorophyl l  b -ha l t igen  St / imme der  Rhodospi r i l l aeeae  und  der  
Chromat iaceae  schlieBt sich an. Die bei  K a t z  et al. (1972) und  Kfinzler  u. 
Pfennig (1973) besehr iebenen Zwischenkomponen ten  werden  genauer  
un te rsuch t .  

Material und Methoden 
Bakterienst~imme. Fiir die Untersuchung wurden 52 St~mme aus der Deutschen 

Sammlung yon MJkroorganismen, GSttingen, verwender 38 St~mme der Bacterio- 
chlorophyll a-haltigen Chromatiaceae; 7Typenst~mme dcr Chlorobiaceae. Zur 
Untersuchung der Alkoholkomponente der Bacteriochlorophyll b-haltigen Purpur- 
bakterien wurden 3 St~mme yon Thiocapsa p/ennigii und 4 St~mme yon Rhodo- 
pseudomonas viridis verwendet (vgl. Tab. 1). 

N~ihrmedium. Ffir s~mtliche Sti~mme der Chromatiaceae und Chlorobiaeeae 
wurde zun~chst folgende Stammn~hrlSsung bcreitet; die angegebenen Mengen 
gelten fiir insgesamt 20 1 fertiger N~hrlSsung: 

Tell I :  CaCl s �9 2HsO 3 g, Aqua dcst. 200 ml; Teil I I :  NaHCO a 27 g, Aqua d'est. 
2000 ml; Teil I I I :  SL4 nach Pfennig u. Lippert (1966) 10fach konz. 18 m], NHdC1 
6 g, MgSO a �9 7 HsO 9 g, KC1 6 g, KHsPO ~ 6 g, Na2S203 20 g, Vitamin Bls-LSsung 
(2 rag/100 ml) 36 ml, Aqua dest. 600 ml; Toil IV: Aqua desk. 17 1. Tell I I  wurde 
ca. 60 min unter magnetischer Rfihrung mit CO s durchstrSmt, bis der pH-Wert 
auf 6,3 gefallen war (S~ttigung der LSsung mit COs). Anschliel3end wurden die 
Teile I - - I V  vereinigt und sofort unter COs-Druck sterilfiltriert (Seitz-Filter EKS). 

Zu dieser Stammn~hrlSsung wurden jc nach den Bcdiirfnissen der einzelnen 
Organismen folgende Wasserstoffdonatoren und organischcn Kohle~toffquellen 
aus sterilcn StammlSsungcn vor dem Beimpfcn zugesetzt: a) Sulfidl5sung: NasS 
�9 9HsO 9g, Aquadest. 100m l; b) AcetatlSsung: NHd-Acetat 10g, Mg-Acetat 
10g, Aqua dest. 200 ml; c) FructosclSsung: Fructose 20g, Aqua dest. 200 ml; 
d) PyruvatlSsung: Pyrnvat 20 g, Aqua dest. 200 ml; c) MalatlSsung: DL-Apfel- 
s~ure 15 g, ~qaOH 9 g, Aqua dest. 200 ml, pH-Wert 7; f) GlucosclSsung (500 mM): 
Glucose 18 g, Aqua dest. 200 ml. Die LSsungen a, b und c wurden bei 121~ 20 min 
autoklaviert; die LSsungen c, d und f wurdcn sterilfiltriert. 

Je nach Empfmdlichkeit der zu kultivicrenden Organismen gegeniiber Schwefel- 
wasserstoff wurden zu 500 ml Stammn~hrlSsung 1--5 ml der Na2S-LSsung zu- 
gesetzt. AuBerdem erhielt jeder Organismus 5 ml je 500 ml Medium des ffir ihn 
geeignetsten Substrats (nach Thiele, 1966). Ffir alle Chromatiaceae wurde der 
pH-Wert des Mediums auf 7,3 eingestellt, fiir alle Chlorobiaceae auf 6,8. Die sMz- 
bedfirftigen St~mme (DSM-Stamm :Nr. 206, 215, 260, 265, 269 und 273) erhielCen 
i0/0 NaC1 aus emer sterilcn, 25~ NaC1-StammlSsung. 

Anzucht., Die Baktericnst~mme wurden in Masscnkulturen geziichtet. Dazu 
wurden je Stature 1--2mal 500 ml Medium in Mcplatzflaschcn bcimpft und bei 
etwa 500 Lux und 28~ 3--8 Tage bcbriitet. 

Bacteriophgophytine. Die Umwandlung der isolicrten Bacteriochlorophylle in 
die Bacterioph~ophytine sowie die Abtrermung des Bacteriophiiophytins von den 
iibrigen Photopigmenten wurden in der yon Ktinzler (1972) beschriebenen Weise 
durchgef~hrt. Die Trermung der Bacteriophiiophytine ap und asg erfolgte auf 
Silbernitrat-impr~gnierten Kieselgel-Diinnschichtplatten. 

Die von Xnobloch (1972) und Kiinzler (1972) angegebene Methode wurde wie 
folgt verbessert (Gloe, 1973): Merck-Fertigfolien (Best.-Nr. 5553) wo_rden ganz 
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langsam in eine 1 ~ DetergenslSsung (Sunlicht-Geschirrspiilmittel) getaucht, um 
eine v611ige Benetzung zu erreichen. Die Platten wurden mit einem F6hn so wei$ 
getrocknet, bis kein tropfbares Wasser mehr vorhanden, die Kieselgelschicht selbst 
jedoch noch durchgehend feucht war. AnschlieBend wurden die Platten fiir 1 min 
in eine 5~ Silbernitrat16sung gelegt, schnell getrocknet und nicht l~nger als 
30 min bei 100~ im Trockenschrank aktiviert. Die so erhaltenen Platten lieBen sich 
l~ngere Zeit im Dunkeln aufbewahren. Um eine iiberm~l~ige Schwarzfiirbung der 
Platten zu vermeiden, wurden die Bacterioph/~ophytine nur bei indirektem Licht 
aufgetragen und im I)unkeln chromatographiert. Neben den zu bestimmenden 
Bacterioph/~ophytinproben wurden vorgereinigte Bacterioph~ophytine yon Rhodo- 
pseudomonas sphaeroides Stamm17023 und Rhodospirillum rubrum StammS 1 
aufgetragen. FlieBmittel: Tetrachlorkohlenstoff/Aceton ~ 92 : 8. 

Die Identit~t der neu untersuchten Bacterioph~ophytine mit Bacterioph~o- 
phytin ap oder aGg wurde festgestellt aufgrund der Identit~t ihrer Rf-Werte mit 
denen der mitlaufenden Testsubstanzen: Bacterioph~ophytin ap aus Rhodopseudo. 
monassphaeroidesATCC 17023 und Bacterioph~ophytinaog aus Rhodospirillum 
rubrum Stamm S 1. 

Ergebnisse 
I n  den Tab.  1 und  2 s ind die Ergebnisse  der  d t innsch ich tchromato-  

g raphischen  Ident i f iz ie rungen der  Bac te r ioch lorophyl le  a v o n  insgesamt  
38 S t~mmen  yon  15 Chromat i aceae -Ar ten  aufgeffihrt .  Das im Reak t ions -  
zen t rum der  Chlorobiaceae befindliche Bac te r ioch lorophyl l  a wurde  bei  
a l len 7 T y p e n s t ~ m m e n  als Bac te r ioch lo rophy l l  a~ identif izier t .  Bei a l len 
S t / immen k o m m e n  noch in wechselnder  Menge Zwischenkomponen ten  
vor,  die im folgenden gesonder t  behande l t  werden sollen. 

Zwischenkomponenten. Schon in den Arbe i t en  yon  K a t z  et al. (1972) 
und  K/ inz ter  u. Pfennig  (1973) wird  au f  Zwischenkomponen ten  hin- 
gewiesen, die au f  der  S i l be rn i t r a tp l a t t e  R / - W e r t e  aufweisen,  die zwischen 
denen  yon  Ba,cterioph/~ophytin ap und  aGg liegen. Es hande l t  sich hierbei  
u m  Stoffe, die zwar a u f  der  S i l be rn i t r a tp l a t t e  verschiedene R / - W e r t e  
haben,  sich jedoch weder  in ihren Abso rp t ionsspek t r en  noch in ihren 

Tabelle 1. Vorkommen yon Bacteriochlorophyll ap und/oder aGg 
bei 38 St~mmen der Chromatiaceae 

Organismus und Stamm DS~-Nr. Bchl. ap Bchl. aG~ 

Amoebobacter pendens 
1314 236 + § • 

Amoebobacter roseus 
6611 235 + + • 

Chromatium spec. 
C 13 RM 275 + + - -  

Chromatium gracile 
3312 205 + + - -  
RM-45 206 + + - -  
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Tabelle 1 (Fortsetzung)  

Organismus und  Stature D S ~ - N r .  Bchl. ap Bchl. aG~ 

Chromatium minus 
1211 178 + + 
3113 179 + + 

Chromatium okenii 
Iiii 169 + ~- 
6511 170 + + 

Chromatium vinosum 
D 180 + + 
1312 181 + +  
2811 183 + + 
6411 184 + + 
6412 185 + + 
6712 186 + + 
de Boer . . .  + + 

Chromatium violascens 
1313 199 + § 
6111 198 + + 
Lasc. T. 200 + + 

Chromatium warmingii 
1113 174 + +  
1311 175 + + 
6512 173 + + 

Ghromatium weissei 
2111 171 + + 

Thiocapsa roseopersi~ina 
1711 217 + + 
1813 218 + + 
68118 219 + + 
6612 220 + + 
6713 222 + + 
7312 223 + + 
9314 224 + + 
9412 225 + + 
Lasc. 221 + + 

Thio~ystis gelatinosa 
2611 215 + + 

Thiocystls Violacea 
2311 208 + + 
2711 207 + + 
3411 209 + + 

Thitrpedia rosea 
4211 472 + + 

Thlospirillum ]eneuse 
1112 216 + + 

i 

m 

• 

Zeichenerkl~rung zu Tab.  1 u n d  2. + + vorhanden  (Haup tmenge) ;  + in kleiner 
Menge vorhanden ;  4- in Spuren  vorhanden ;  - -  n icht  vorhanden.  
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Tabelle 2. Art der Alkoholkomponent~ des Bacteriochlorophylls a 
der Reaktionszentrert bei den 7 Typenst~mmen der Chlorobiaceae 
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Organismus und Stamm DSM-Nr. Bchl. ap Bchl. aG~ 

Chlorobium limicola 
6330 245 + + 

Chlorobium limicola ]orma 
thiosul]atophilum 

6230 249 + + 
Chlorobium 1ohaeobavteroldes 

2430 266 + + 
Chlorobium phaeovibrioides 

2631 269 + + 
Chlorobium vibrio]orme 

6030 260 + + 
Ctdorobium vibrio]orme ]orma 
thiosullatophilum 

1930 265 + + 
Pelodictyon luteolum 

2530 273 + + 

Massenspektren voneinander unterseheiden. Die Absorptionsspektren 
dieser Zwisehenkomponent.en sind yon denen der Bae~erioph/iophytine a 
nur unwesentlieh versehieden (HShe der Absorptionsmaxima im Ver- 
h/ittnis zueinander). Die Massenspektren weisen jedoch Untersehiede 
zum Massenspektrum yon Baeterioph/iophytin a~ auf. Diese atypischen 
Maxima in den Massenspektren zeigen, dab es sieh nieht um prim/ire 
Baeterioph~iophytine handeln kann. Die Tatsaehe, dab such aus hoeh- 
gereinigtem Bacterioph/iophytin ap immer wieder geringe ~Iengen der 
Zwischenkomponenten isoliert werden kSnnen, deutet ebenso darauf  hin, 
dal] es sieh bei den isolierten Zwischenkomponenten entweder um Auf- 
arbeit~n~gsartefakte oder um Folgeprodukte handeln muB, die dureh 
Lieht- bzw. Sauerstoffeinwirkung bei der sehr feinen Verteilung auf  der 
Silbernitratplatte entstehen; Zusatzun~ersuchungen der Zerfallsprodukte 
der Zwisehenkomponenten best/itigen dies. Die ]ebende Zelle enth/ilt den 
Zwischenkomponenten entsprechende Bacteriochlorophylle also nieht. 

Bacteriochlorophyll be Baeterioeh]orophyll b wandelt sich im Lieht 
sehr raseh in Des-Bacterioehlorophyll (Broekmann, Jr. ,  u. Kleber, 1970) 
um. Das Baeterioph/iophytin b isC zwar stabiler, jedoeh ist kS weir 
weniger stabil als Bacterioph/iophytin a. Aus diesem Grunde wurde bei 
der Aufarbeitung sehr darauf  geaehtet, dab alle Sehritte praktiseh in] 
Dunkeln vollzogen warden. Absorptionsspektren, die vor dem Auftragen 
a.uf die Silbernitratplatte angefertigt wurden, zeigten das eharakteristische 
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Tabelle 3. Vorkommen yon Bacteriochlorophyll bp und bag bei 3 St~mmen 
yon Thiocapsa p/ennigii und 4 St~immen von Rhodopseudomonas viridis 

Organismus und Stamm DSM-Nr. Bchl. be Bchl. bGg 

Thiocapsa l~/ennigii 
8013 226 + + • 
8816 227 + + • 
9111 228 + + • 

Rhodopseudomonas viridis 
F 133 + + • 
2450 134 + + • 
2750 135 + + 
9350 136 + + • 

Zeichenerkl~rung: s. Tab. 1. 

Bild yon Bacterioph/~ophytin b. Das Bacterioph/~ophytin b scheint sioh 
am leichtesten auf  der Silbernitratplatte umzuwandeln. Schon beim Auf- 
tragen entstanden verschiedene Derivate;  selbst w/~hrend der Chromato- 
graphie zersetzte es sich weiter. Festzustelten war dies an dem Auftreten 
yon 2- -3  Banden der grasgrfinen Zersetzungsprodukte und einer leichten 
Grfinfiirbung der ganzen Laufstrecke. Um trotzdem eindeutig kl/iren zu 
kSnnen, welcher Alkohol bei jedem der untersuchten St/~mme vorkommt,  
muBte m6glichst viel der zu testenden Substanz in mSglichst kurzer Zeit 
im abgedunkelten Raum auf  die Silberni~ratplatte aufgetragen werden. 
Auf der Silbernitratplatte sind die Laufstrecken der Zersetzungsprodukte 
ktirzer als die der Bacterioph/iophytine b. AuBerdem kSnnen sie durch 
ihre Farbe yon diesen unterschieden werden: Bacterioph/~ophytin b: 
rotbraun;  Zersetzungsprodukte: grasgrfin. Aus Tab.3 kann man ent- 
nehmen, dab neben dem schon yon Brockmann, Jr. ,  u. Kleber (1970) 
beschriebenen Bacteriochlorophyll bp ein weiteres Bacteriochlorophyll b 
bei allen St/~mmen in geringer Menge vorkommt,  das wahrscheinlich mit  
Geranylgeraniol verestert  is~, weil es auf  der Silbernitratplatte den 
gleichen R/-Wert  hat  wie das Bacterioph/iophytin des Bacteriochloro- 
phylls aGg. 

Diskussion 

Die Un'tersuchung der Alkoholseitenkette der Bacteriochlorophylle a 
und b wurde an den aus ihnen gewonnenen Bacterioph/iophytinen durch- 
geffihrt. Wie beschrieben (Knobloch, 1972),/indert sich bei der Umwand- 
lung der Bacteriochlorophylle in die Bac~erioph~ophytine die Natur  des 
veresternden Alkohols nicht. 

Bacterioph/iophytine sind ffir diese Untersuchungen besser geeignet, 
da sie gegenfiber Licht und Sauerstoff viel best/~ndiger sind als Bacterio- 
chlorophylle. Bacterioph/iophytinpr/iparate konnten in Tetrachlor- 
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kohlenstoff bis zu 5 Monaten im Dunkeln bei 4~ aufbewahrt werden, 
ohne sich zu veriindern. Zur Charakterisierung der Alkoholkomponente 
des Bacterioctflorophylls a der Chromatiaceae und der Chlorobiaeeae ist 
zun/~chst zu sagen, dab es sich in jedem Fall bei der Hauptmenge des 
Bacteriochlorophylls um mit Phytol veresterte Chromophore handelt. 
Bei einigen _~xten der Chromatiaceae sind jedoch durchaus meBbarc 
Mengen BacteriochlorophyI1 aGg festzustellen; es sind dies : Amoebobacter 
pendens, Amoebobacter roseus, Chromatium okenii, Thiopedia rosea und 
Thiospirillum ]enense. Bei einigen anderen Arten waren, yon Stamm zu 
Stature verschieden, ebenfalls geringe Mengen < 1~ Bacteriochloro- 
phyllaGg zu beobaehten. Beim Stamm ,,de Boer", der hier zur Art 
Chromatium vinosum gestellb ist, f/~llt auf, dab er ebenfalls eine deutlich 
megbare Menge Bacteriochlorophyll aGg enth~lt im Gegensatz zu den 
anderen St/~mmen der Art. 

Um die Untersuchungen an Bac~eriochlorophyll b zu erl/iutern, mug 
zun/ichst auf das Prinzip der Trennung der verschiedenen Bacterio- 
ph/iophytine a an Silbernitrat-getr/inkten Kieselgelplatten eingegangen 
werden. Eine Trennung erfolgt hierbei lediglieh aufgrund der Anzahl der 
vorhandenen Doppelbindungen in der alkoholischen Seitengruppe bei 
sonst gleichem Chromophor. Da die Trennung also nichb vom Chromo- 
phor abhs ist, ist es zul/~ssig, die Vergleichssubstanzen, die ffir die 
Charakterisierung der Bacteriochlorophylle a gedient haben, auch ffir die 
Bacteriochlorophylle b einzusetzen. In der Praxis zeigte sich dann auch, 
dab die Banden des Bacterioph/iophytins b an den erwarteten Stellen 
lagen. Brockmann, Jr., u. Klebcr (1970) zeigten, dab es sich bei der Alkohol- 
komponente des Bacteriochlorophylls b u m  Phytol handelt. Durch die 
Verfeinerung ihrer Methoden konnten je~zt neben diesem Bacterio- 
chlorophyll bp noch geringe Mengen eines BacteriocMorophylls b nach- 
gewiesen werden, dessen Alkoholkomponente nach Lage der Bande auf 
der Silbernitratplatte Geranylgeraniol sein miigte. 

Diese chromatographisehen Befunde sollen sp/iter noch durch massen- 
spektroskopische Molekulargewichtsbestimmung best/~tigt werden. 

Das bei alien untersuchten Bacteriochlorophyll b-haltigen St/immen 
gefundene neue Baeteriochlorophy]l kommt jedoch nur in Mengen vor, 
die under 5~ der vorhandenen Menge Bacteriochlorophyll bp liegen, 
w/ihrend in den yon Kfinzler (1972) besehriebenen St/immen yon Rhodo- 
spirillum rubrum Bacteriochlorophyll aGg das vorherrschende Bacterio- 
chlorophyll isr 

Das Vorkommen kleiner Mengen Baeteriochlorophyll aag bzw. bag 
neben den mfl~ Phy~ol verester~en Bacteriochlorophyllen l~13t die Frage 
entstehen, oh diese Baeteriochlorophylle eine notwendige, yon Bacterio- 
chlorophyll ap bzw. be nicht zu fibernehmende Funktion in der Zelle 
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ausiiben oder ob sie zufgllige Nebenprodukte der normalen Bacterio- 
chlorophyllsynthese sind. 

Bekanntlich verl/iuft die Biosynthese des Phytols naeh Kondensation 
yon Farnesyl-PP mit Isopentenyl-PP fiber Geranylgeranyl-PP, das auch 
die Vorstufe ffir alle in den phototrophen Bakterien in grol]er Menge 
vorkommenden Carotinoide ist. Es ist deshalb sehr wahrscheinlich, dab 
in der Zelle ein gr6Berer Pool an Geranylgeranyl-PP vorhanden ist. Wenn 
die Veresterung yon Chlorophyllid a mit Phytol  oder Geranylgeraniol 
nieht dutch zwei spezifische Enzyme katalysiert werden sollte, ware es 
denkbar, dal] ein gewisser unspezifiseher Einbau von Geranylgeraniol 
anstelle yon Phytol  stattfindet. Entsprechende Verhs k6nnten bei 
den Bacteriochlorophyll b-haltigen phototrophen Bakterien vorliegen. 
Wie Kfinzler (1972) ffir Rhodospirillum rubrum zeigte, ist Bacterio- 
chlorophyll ap bei den meisten St~mmen in kleiner Menge neben Bacterio- 
chlorophyll aGg nachzuweisen. Da die Bildung yon Phytol  ffir Bacterio- 
chlorophyll ap gegenfiber Geranylgeraniol zusitzliehe Biosynthese- 
schri~te erfordert, ist es wahrseheinlich, dab die Zellen Bacteriochloro- 
phyll ap ben6tigen; es w/ire sonst zu erwarten, dab dieser Seitenweg im 
Laufe der Evolution eingespart worden wire. 

Es ist denkbar, dab das Bacteriochlorophyll ap seine Funktion im 
Reaktionszentrum des Photosyntheseapparates hat,  wghrend Bacterio- 
chlorophyll aGg die Hauptmasse des akzessorischen Bacteriochlorophylls 
bildet. 

Diese Annahme wird auch durch die Tatsache unterstfitzt, dab das 
Bacterioehlorophyll a in den Reaktionszentren der Chlorobiaceae aus- 
schlieBlich mit Phytol  verestert ist. Die akzcssorischen Photopigmente 
sind bei diesen Organismen die Baeteriochlorophylle e und d. 

Diese dutch die vorliegenden Ergebnisse aufgetretencn Probleme 
lassen sich nur durch genauere Einzeluntersuchungen kl/iren. 
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