
Arch. Microbiol. 117, 115-118 (1978) 
Archives of 

HJcroliolom 
�9 by Springer-Verlag 1978 

Peptidoglycantyp und Zusammensetzung der Zellwandpolysaccharide 
von Cellulomonas cartalyticum und einigen coryneformen Organismen 

Erko Stackebrandt  1, Franz  Fiedler 2 und Otto Kandler  2 .  

1 Deutsche Sammlung von Mikroorganismen der Gesellschaft ftir Strahlen- und Umweltforschung mbH, 
Teilsammlung Miinchen, Menzinger Str. 67, D-8000 Mfinchen 19, Bundesrepublik Deutschland 
Botanisches Institut der Universitiit Miinchen, 
Menzinger Str. 67, D-8000 Miinchen 19, Bundesrepublik Deutschland 

Peptidoglycan Type and Cell Wall Polysaccharide 
Composition of Cellulomonas cartalyticum 
and Some Coryneform Organisms 

Abstract. Cellulomonas cartalyticum was found to con- 
tain a pept idoglycan type different f rom that  o f  the 
other species o f  Cellulomonas. The diamino acid is 
lysine instead o f  ornithine and the interpeptide bridge 
consists o f  D-Asp-D-Ser. The same peptidoglycan type 
occurs in Corynebacterium manihot, Brevibacterium 
liticum and Arthrobacter luteus. These non cellulolytic 
organisms are mos t  likely no t  closely related with 
Cellulomonas cartalyticum, as indicated by the very 
different G + C content  o f  their D N A ,  a l though they 
formed a nar row cluster including C. cartalyticum when 
numeric taxonomical  methods were applied. 
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Die erst kfirzlich im Zusammenhang  mit der Herstel- 
lung yon  Einzellerprotein aus Zellulose neu beschriebe- 
ne Art  Cellulomonas cartalyticum (Carta, 1973) erwies 
sich zwar stoffwechselphysiologisch als recht fihnlich 
mit den fibrigen Arten  der Ga t tung  (Stackebrandt  u. 
Kandler,  1973), liel3 sich aber aufgrund numerisch 
taxonomischer  Untersuchungen (Seiler et al., 1977) 
nicht gemeinsam mit den anderen Arten  gruppieren, 
sondern wies engere Beziehungen zu Corynebacterium 
manihot, Brevibacterium liticum und Arthrobacter lu- 
teus auf. Vorl/iufige Untersuchungen des Peptidogly- 
cans dieser drei coryneformen Organismen (Fiedler et 
al., 1970; Cziharz, 1969) hatten ergeben, dab dieser 

* Adresse ffir Sonderdruck-Anfragen 

Pept idoglycantyp wahrscheinlich weitgehend mit dem 
von Bifidobacterium bifidum (Koch  et al., 1970; Veer- 
kamp,  1971) identisch ist, wenn man  vom Ersatz des L- 
Ornithins bei B. b~'dum durch L-Lysin bei den coryne- 
formen Organismen absieht. Als Interpeptidbrficke 
dient bei diesem Peptidoglycan vermutlich das Peptid 
I>Asp-Ser  (Konfigurat ion des Serins noch nicht be- 
stimmt), w~ihrend das Peptidoglycan der bisher unter- 
suchten Ar ten  von  Cellulomonas nur einen Amino-  
s/iurerest, n/imlich D-Glutaminsgure oder D-Aspara-  
ginsfiure in der Interpeptidbrficke enth/ilt. D a  von  
C. cartalyticum noch  keine Zellwandanalysen vorlie- 
gen, wurden die Zellwfinde dieser Art  zusammen mit 
denen der drei genannten coryneformen Organismen 
vergleichend untersucht.  Aul3erdem wurde zur weiteren 
Klfirung der taxonomischen Stellung dieser St/imme 
auch der G + C-Anteil der D N A  bestimmt." 

Material und Methode 

Organismen. Corynebacterium manihot DSM 20155 (NCIB 9097) und 
Cellulomonas cartalyticum DSM 20106 (ATCC 21681) erhielten wir 
yon der Deutschen Sammlung yon Mikroorganismen, Abt. Mtin- 
chen, Arthrobacter luteus ATCC 21606 und Brevibacterium liticum 
ATCC 15921 wurden yon der ATCC, Maryland/U.S.A., bezogen. 

Kulturbedingungen. Anzucht und Ernte der Zellen wurde wie yon 
Fiedler u. Kandler (I973) beschrieben, durchgeftihrt. 

Pr@arative und chemische Methoden. Die Pr/~paration, Dinitrophe- 
nylierung und Hydrolyse der Zellwgnde, die Bestimmung der Amino- 
s~uren sowie die chromatographischen Methoden wurden nach den 
Angaben yon Schleifer u. Kandler (1972) durchgeftihrt. Die Konfigu- 
rationsbestimmung yon Serin erfolgte mit Hilfe der D-Aminos/]ure- 
oxydase nach den Angaben yon Larson et al. (1971), die yon 
Asparaginsfiure wurde mit Hilfe der Glutamat-Oxalacetat-Trans- 
aminase (Bergmeyer u. Bernt, 1970) durchgeffihrt. Die Bestimmung 
der Zuckerzusammensetzung erfolgte papier- und gaschromatogra- 
phisch (Fied|er u. Kandler, 1973). 

DNS wurde aus den mit Glasperlen zerschlagenen Zellen nach 
den Angaben yon Marmur (1961) isoliert. Die Bestimmung des 
Schmelzpunktes der DNS wurde nach den Angaben yon Marmur u. 
Doty (1962), die Berechnung des G + C Gehaltes der DNS nach 
De Ley (1970) durchgeffihrt. 
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Tabelle 1. Obersicht fiber die Molverh/i.ltnisse der Aminos/iuren und Aminozucker der ZellwandprS.parationen vor und nach der 
Dinitrophenylierung 

Art laMol Glu/mg MolverhS.Itnis 
Zellwand 

Glu Ala Lys Asp Ser Mur GlcNH 2 GalNHz NH a 

Celhdomonas cartalyticum a 0,32 1,0 1,78 0,9 0,88 0,78 0,75 0,87 - 1,16 
b - 1,0 1,70 0,82 0,58 0,81 1,04 1,12 - 1,29 

Coz3,nebacterium manihot a 0,29 1,0 1,91 0,99 0,92 0,88 0,86 0,96 0,32 1,54 
b - 1,0 1,79 0,85 0,59 0,85 1,0 1,06 0,31 1,22 

Brevibacterium liticum a 0,34 1,0 1,87 0,98 0,91 0,88 0,9 1,20 0,23 1,6 
b - 1,0 1,74 0,88 0,63 0,86 1,10 1,23 0,19 1,45 

Arthrobacter luteus a 0,35 1,0 1,77 1,0 0,92 0,88 0,85 0,83 - 1,18 
b nicht bestimmt 

a = vor, b = nach Dinitrophenylierung der ZellwandprS.parationen 

Reagentien. D-Aminos/iureoxydase (5 mg/ml), Malat-Dehydrogena- 
se (5 mg/ml), Glutamat-Oxalacetat-Transaminase (2 mg/ml), FAD, 
NADH and a-Ketoglutarat wurden yon Boehringer GmbH, Mann- 
heim, bezogen. 

Ergebnisse 

1. Analyse der Peptidoglycanstruktur 

Die Aminostiureanalyse der Totalhydrolysate der Zell- 
wandprfiparationen aller 40rganismen (Tabelle 1) er- 
gab folgendes MolverMltnis der ninhydrinpositiven 
Verbindungen (gerundete Zahlen): 

Glu: Ala: Lys: Asp: Ser: Mur: GlcNH 2 : NH3 
= 1 :2 :1 :1 :1 : t :1 - -1 ,2 :1 .  

Im Falle yon Corynebacterium manihot und Brevi- 
bacterium liticum waren auBerdem noch rd. 0,3 Mol 
Galaktosamin pro Mol Glutaminstiure vorhanden, die 
aber sicher nicht ein Bestandteil des Peptidoglycans 
sind, sondern eine Komponente der Polysaccharide 
darstellen. Die Konfigurationsbestimmung durch In- 
kubation der Hydrolysate mit D-Aminos'aureoxydase 
bzw. Glutamat-Oxalacetat-Transaminase ergab, dab 
Serin bzw. Asparagins/iure praktisch vollstfindig, Ala- 
nin knapp zur Hfilfte in der D-Form vorliegen. Die 
Konfiguration der Glutaminsfiure und des Lysins wur- 
den nicht bestimmt, da sie in Analogie zu allen anderen 
bekannten Peptidoglycantypen (Schleifer u. Kandler, 
1972) mit Sicherheit in der c-Form vorliegen dfirften 
und die Partialhydrolyse auch die entsprechenden 
Peptide, deren Positionen auf den Papierchromato- 
grammen vonder Konfiguration der Einzelkomponen- 
ten abhfingt, ergab. 

Zur Oberpriifung, ob nicht nur die Gesamtzusam- 
mensetzung des Peptidoglycans der 40rganismen 
untereinander und mit dem von B~'dobacterium b~'- 
dum (allerdings c-Ornithin statt c-Lysin) identisch ist, 

- - G - M - G -  

L - A l a  

D-Glu NH 2 

l Y 
L- Lys ~--"-- D-Ser ~ O - A s p ~  D-AIa 

(D-A la l  L-  Lys *-'~-~ 

D-GluNH 2 

T 
L - Ala 

T 
- G -  M-G- -  

Abb. 1. Ausschnitt aus der Prim~rstruktur des Peptidoglycans von 
Cellulomonas cartalyticum, Corynebacterium manihot, Brevibacte- 
rium liticum und A rthrobacter tuteus. G, N-Acetylglucosamin, M, N- 
Acetylmuraminshure. (D-Ala) = nicht an allen Peptiduntereinheiten 
vorhanden 

sondern auch die Prim/irstruktur, wurden Partialhy- 
drolysate aller Zellwandpr/iparationen angefertigt und 
die Peptidmuster nach zweidimensionaler Papierchro- 
matographie mit denen von B. bifidum (Koch et al., 
1970) verglichen. Es ergab sich vollstfindige Identit~it. 

Die ffir die Charakterisierung der Art der Querver- 
netzung besonders wichtigen Peptide N6-D-Ser-L-Lys, 
N6-D-Ser-c-Lys-i)-Ala und D-Ala-D-Asp wurden iso- 
liert und durch Aminosfiureanalyse auf ihre Identitfit 
fiberprfift. Aufgrund dieser Ergebnisse und in Analogie 
zu allen bisher analysierten Peptidoglycantypen liegt 
die in der in Abbildung 1 wiedergegebene PrimS_rstruk- 
tur vor. 

2. Quervernetzungsgrad 

Der Grad der Quervernetzung wurde durch die Bestim- 
mung der freien Aminogruppen der Peptidoglycane 
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yon 30rganismen bestimmt. Wie die Aminos/iureana- 
lyse der Hydrolysate der dinitrophenylierten Peptido- 
glycane zeigt (Tabelle 1), ist der Gehalt an Asparagin- 
s~iure rd. 30 % niedriger als der vor der Dinitropheny- 
lierung, d.h. 30 % der m6glichen Quervernetzungen 
fiber die Interpeptidbrticken sind nicht realisiert. 
AuBerdem nimmt auch der Gehalt an Lysin um rd. 
10 % ab. Zusammen mit dem Befund, dab die Molver- 
h~iltnisse ftir die Interpeptidbrtickenkomponenten Se- 
rin und Asparagins~iure auch schon vor der Dinitrophe- 
nylierung rd. 10 % unter dem theoretischen Weft 1,0 
liegen, spricht dies daffir, dab rd. 10 % der Lysinreste 
nicht mit einer Interpeptidbrficke substituiert sind und 
daher eine freie Aminogruppe tragen. Insgesamt diirf- 
ten damit rd. 40~o der Peptiduntereinheiten nicht 
quervernetzt sein. 

Entsprechend der unvollstfindigen Quervernetzung 
sollten rd. 40 % der Peptiduntereinheiten noch D-Ala-D- 
Ala Sequerlzen tragen, und das Molverhfiltnis fiir die 
Gesamtalaninmenge fiber 2,0 liegen. DaB dieses Ver- 
h~iltnis tats~ichlich nut bei 1,9 liegt und dab bei der 
Partialhydrolyse kein D-Ala-D-Ala gefunden wurde, 
spricht daffir, dab yon den nicht quervernetzten Peptid- 
untereinheiten durch die D,D-Carboxypeptidase das 
terminale D-Alanin vollstfindig und dutch die L,D- 
Carboxypeptidase das subterminale D-Alanin teilweise 
abgespalten wurden. Dies ist bei der Darstellung der 
Primfirstruktur (Abb. 1) berticksichtigt. 

Tabelle 2. LJbersicht fiber die Zucker und Aminozuckerzusammenset- 
zung der Zellwandhydrolysate. (+) = nur geringe Mengen 

Species Gal Fuc Rha GlcNH2 GalNH2 

Cellulomonas 
cartalyticum + + 4- - 

CotTnebacterium 
manihot q . . . .  

Brevibacterium 
lit icum + - - ( + ) 

4- 

§ 

Tabelle3. G + C-Gehalt der DNS 

Species G + C (~) 

Cellulomonas cartalyticum 76 

Corynebacterium manihot 54 

Arthrobacter luteus 55 

amins~iure) geschlossen werden, das deutlich fiber /,0 
liegt; wfirde N-Acetylglucosamin nut als Komponente 
des Peptidoglycans auftreten, so lfige das Molverhfilt- 
nis wegen der bei der Hydrolyse auftretenden Verluste 
eher unter dem theoretischen Weft von 1,0. 

3. Ze l lwandpolysacchar ide  

Aus einem Glutamins/iuregehalt der 40rganismen von 
rd. 0,3-0,351aMol/mg Zellwand und einem Molge- 
wicht der substituierten Disaccharideinheiten (Muro- 
peptide) des Peptidoglycans von rd. 1100 ergibt sich ein 
Peptidoglycangehalt der Zellwandprfiparationen von 
rd. 1/3 der Trockensubstanz. Der Rest besteht neben 
Asche vorwiegend aus Polysacchariden. Ftir Teichon- 
s/iuren hatten sich keine Hinweise ergeben (geringer 
Phosphatgehalt, Fehlen von Glycerin und Ribit im 
Hydrolysat). Die Zuckerzusammensetzung der Poly- 
saccharide wurde yon 3 St~immen dutch papier- und 
gaschromatographische Analyse der Zellwandhydroly- 
sate (3 h, 2 N Trifluoressigsfiure, 100 ~ C) bestimmt. 

Wie die Tabelle2 zeigt, enthalten alle 3 St/imme 
Galaktose, abet keine Arabinose. Das bei Corynebak- 
terien weir verbreitete Arabinogalaktan (Barksdale, 
1970) liegt demnach nicht vor. C. car ta ly t icum weist 
neben Galaktose eine erhebliche Menge an Rhamnose 
auf, wfihrend C. maniho t  Galaktosamin und B. l i t icum 
ebenfalls Galaktosamin, aber zus~itzlich noch etwas 
Glucosamin enthNt. DaB das Zellwandpolysaccharid 
aus Brevibacter ium t i t icum Glucosamine enth/ilt, kann 
aus dem Molverh/iltnis (N-Acetylglucosamin/Glut- 

4. G + C-Gehal t  der D N S  

Der G + C-Gehalt der DNS yon 30rganismen wurde 
an gereinigter DNS durch Bestimmung der Schmelz- 
kurven ermittelt. Wie die Werte der Tabelle 3 zeigen, 
liegt der G + C-Gehalt bei C. car ta ly t icum wesentlich 
h6her als der der beiden coryneformen Organismen. 

Diskussion 

Die Untersuchungen zeigen, dab C. car ta ly t icum den 
gleichen Peptidoglycantyp besitzt wie die drei anderen 
coryneformen Organismen, die aufgrund der nume- 
risch taxonomischen Untersuchungen (Seiler et al., 
1977) enge Beziehung zu dieser Art aufweisen, w/ihrend 
sich der Peptidoglycantyp der fibrigen Cellulomonas-  

Arten (Fiedler u. Kandler, 1973) sowohl durch den 
Gehalt an L-Ornithin an Stelle von L-Lysin als auch 
durch das Fehlen yon D-Serin in der Interpeptidbrficke 
deutlich, wenn auch nicht drastisch davon unterschei- 
det. Man k6nnte darin eine Best/itigung ftir den durch 
die numerisch taxonomischen Untersuchungen nahe- 
gelegten AusschluB von C. car ta ly t icum aus der Gat- 
tung Cellulornonas sehen. Das Auftreten des gleichen 
Peptidoglycantyps bei C. car ta ly t icum und den drei 
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anderen coryneformen Organismen ist jedoch nicht 
allzu schwer zu bewerten, da innerhalb der Gesamt- 
gruppe der Coryneformen, zu denen auch die Gattung 
Cellulomonas zu rechnen ist, eine beachtliche Variation 
der Peptidoglycantypen auftritt und viele Ffille bekannt 
sind, in denen der gleiche Peptidoglycantyp in recht 
verschiedenen Verwandtschaftsbereichen auftritt (cf. 
Schleifer u. Kandler, 1972). 

Wesentlich gewichtiger ffir die taxonomische Zu- 
ordnung ist der Befund, dab der G + C Gehalt von C. 
cartalyticum mit 76 ~ erheblich fiber dem der beiden 
untersuchten coryneformen Organismen mit nur 54 
bzw. 55 ~ liegt und damit in den Bereich der bei den 
anderen Cellulomonas-Arten gefundenen Werte f~illt 
(Stackebrandt u. Kandler, Ver6ffentlichung in Vorbe- 
reitung). Aul3erdem ergab auch die Uberprtifung der 
cellulolytischen Eigenschaft, dab nur C. cartalyticum in 
der Lage war, Filtrierpapierschnitzel in einem glucose- 
freien Medium innerhalb von 2 Tagen v61Iig aufzul6- 
sen, w/ihrend C. manihot und B. liticum selbst nach 
14t/igiger Bebrfitung und gutem Wachstum keine Auf- 
16sung bewirkten. 

Diese beiden Beobachtungen sprechen daffir, C. 
cartalyticum nicht mit den drei anderen coryneformen 
Organismen zu vereinigen, sondern bei Cellulomonas zu 
belassen. Der etwas abweichende Peptidoglycantyp 
und die relativ welt yon Cellulomonas entfernte Einord- 
nung in das Vernetzungsdiagramm, das fast nur auf 
Substratverwertungs-Merkmalen beruht (Seiler et al., 
1977), k6nnen als Ausdruck der gegenfiber den anderen 
Cellulomonas-Arten relativ isolierten Stellung inner- 
halb der Gattung angesehen werden. Dies kommt auch 
bei den Untersuchungen der DNS-Homologie (Stacke- 
brandt u. Kandler, Ver6ffentlichung in Vorbereitung) 
deutlich zum Ausdruck, bei denen sich zwischen allen 
anderen Artender  Gattung Cellulomonas ein relativ 
hoher Homologiegrad von 35-50  ~ ergab, wfihrend 
C. cartalyticum zu den anderen Arten nur einen Homo- 
logiegrad von rd. 20 ~ aufwies. 
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