
£38 E. HANNIG:

29. E. Han nig: Die Bindung freien atmospharischen Stick-

stoffs durch pilzhaltiges Lolium temulentum.

(Mit einer Textfigur.)

(Vorlaufige Mitteilung )

(Eingegangen am 23. Marz 1908.)

Die Nutzbarmachung freien atmospharischen Stickstoffs durch

hohere Pflanzen ist bis jetzt mit Sicherheit nur bei den Pflanzen

mit Bakterien- oder mit Pilzknollchen (Leguminosen, Alnus, Elae-

agnususw. und Podocarpus) nnd bei denen mit endotropher Mykorhiza

bekannt, far die ektotrophen Mykorhizen liegen noch keine Unter-

suchungen vor und Mr Pflanzen ohne Wurzel-Symbionten

Cruciferen, G-ramineen) konnte keine N-Bindung nachgewiesen

werden (Lit. s. JOST 1

). Auch bei Pflanzen, die nur in ober-

irdischen Organen Pilzparasiten fiihren, ist nach Assimilation des

Luftstickstoffs gesucht worden, von BREFELD 2
) und BREFELD

und FALK 3
) bei brandkrankem Getreide, von HlLTNER 4

)
bei

pilzfiihrendem Lolium temulentum. BREFELDs und FALKs Eesultate

waren negativ, HlLTNER dagegen gelangte zu dem SchluB, daB

bei Lolium temulentum eine geringe Menge Luftstickstoff gebunden

werden miisse. Die Yersuclisanstellung HlLTNERs ist aber, wie

wir gleieh sehen werden, nicht einwandsfrei, und deshalb eine er-

neute Untersuchung der Frage notwendig.

Bei Lolium temulentum besitzen (Lit. s. HANNIG 5

),
die

Samenkorner zwischen Samenschale und Aleuronschicht ein dichtes

Hyphengeflecht, das von einem parasitischen Pilz unbekannter

systematischer Stellung gebildet wird. Die Pilzh\-phen treten im

Stengel und in den Blattern nur sparlich auf und fehlen in den

Wurzeln ganz. Bei anderen Loliuma.rten finden sich nur selten

verpilzte Individuen. HlLTNER konnte daher, als er Lolium temu-

lentum auf sein Verhalten zum Luftstickstoff untersuchen wollte,

Lolium temulentum nur mit einer anderen Loliumart vergleichen.

1) Vorlesungen uber Pflanzenphysiologie. 2. Aufl. 19U8, 274 ff.

2) Nachricliten aus dem Klub der Landwirte. Berlin 1903, Nr. 466.

3) Untersuchungen aus dem gesamten Gebiet der Mykologie, XIII. 1905.

4) Bakteriologisches Zentralblatt. II, 9, 1896.

5) Botanische Zeitung 65, 1907. Heft 2. S. 27 ff.
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Die Bindung freien atmospharischen Stickstoffs usw.

Das erschwerte an sich schon die Beurteilung der Kesultate, war
aber urn so inehr bedenklich, als seine Yergleichspflanze, Lolium

itdicum, nieht wie Lolium temulentum einjahrig, sondern perennierend

war. Im iibrigen verfuhr H. folgeudermaBen: „4 einliterige Blumen-

topfe wurden mit reinem, vollig stickstoffreiem, aber sonst mit

Mineralsalzen gediingtem Quarzsande gefiillt und in diesen pro

Topf je 5 Fruchte von Lolium temulentum und Lolium italicum ein-

gesat. Zum BegieBen gelangte gutes Leitungswasser zur Yer-

wendung, welches 0,84 mg N pro Liter enthielt. 2 Topfe erhielten

je 50 mg X in Form von KNO
:J

(HlLTNEB 1. c. 835). Das Er-

gebnis der Stickstoffbestimmungen war fplgendes:

Lolium temulentum obne N 34,24 mit N 79,17 mg N
Lolium italicum 10,58 47,00

Differenz zugunsten von
Lolium temulentum . . 23,66 mg 32,17 mg N.

Da mit dem BegieBwasser hochstens 8 mg Stickstoff in Form
von KN0

3 zugefiihrt waren, muBte das Mehr von 36,8 mg aus dem
Stickstoff der Luft stammen. Trotzdem laBt sich aus diesen Yer-

suchen nicht der SchluB ziehen, daB der Loliumpilz die Ursache

der Stickstoffbildung ist, da die Mitwirkung von Mikroorganismen

nicht ausgeschlossen war. AuBerdem sind die Zahleu deswegen

nicht genau, weil sich in den YersuchsgefaBen die Wurzeln so

dicht miteinander verflochten waren, daB sie nicht getrennt werden

konnten und daher der Wurzelstickstoff summarisch je zur Halfte

den beiden Lolium&rten angerechnet werden muBte.

Kachdem ich friiher (1. c. S. 26) gezeigt hatte, daB es nicht

schwer ist, pilzfreies Lolium temulentum zu erhalten, war die

^rundlage fur eine Nachprufang der HlLTNERschen Untersuchung

gegeben. Es konnten jetzt nebeneinander Lolium temulentum mit
und Lolium temulentum ohne Pilz sowohl in stickstofffreier als auch
]n stickstoffhaltiger Losung kultiviert werden. Als Kulturmedium
diente Quarzsand von MERCK (garantiert stickstoffrei, pro analysi);

* diesem wurden kultiviert:

3X4 Pflanzen mit Pilz, mit Stickstoff.

3X4 „ „ ohne „•

3X4 „ ohne „ mit „

3X4 „ „ „ ohne „

Die Hauptschwierigkeit dabei war die AusschlieBung voa

^en lmd Bakterien, also die Beschaffung sterilen Materials und
le Sicnerheit aseptischer Kultur.

Die Sterilisierung der Korner. Die Korner stammten
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240 E. HANNIG :

von Kulturen von Lolium temulentum mit Pilz und ohne Pilz, die

im Jahre 1906 im botanischen Garten (StraBburg) vorgenommen

worden waren. Sie wurden aus der Ernte so ausgesucht, daB sie

oline Spelzen moglichst gleich groB waren und zu je 4 genau

0,1366 g (0,0094 g pro Stuck) wogen. Die Sterilisierung wurde

nach der von FREEMANN 1

)
vorgeschlagenen Weise durchgefuhrt

namlich dadurch, daB die Korner 10 Min. lang in 1 proz. Sublimat

-eingelegt wurden. Da an den in der Sublimatlosung Hegenden

Kornern hiiufig Luftblasen anhafteten, die auch durch ScMtteln

nicht entfernt werden konnten, muBten die Korner zuerst in

bO proz. Alkohol geschiittelt werden; dadurch gelang es, auch die

feinsten Spalten an den Samen zu benetzen, so daB das Sublimat

uberall hindringen konnte. Leider setzte die Sublimatlosung die

Keimfahigkeit ziemlich stark herab, doch lieB sich das im Inter-

esse einer sicheren Sterilisierung nicht vermeiden.

Da pilzhaltige und pilzfreie Pflanzen miteinander zu ver-

gleichen waren, muBte jeder einzelne Samen genau gepriift werden.

Friiher waren zu diesem Zwecke die Korner durchgeschnitten und

dann Querschnitte mikroskopisch untersucht worden. Da aber die

Korner auf die angegebene Weise mit Sublimat sterilisiert werden

sollten, konnte diese Methode nicht angewendet werden. Zum

Gliick stand ein anderer, viel einfacherer Weg offen. Da die

Pilzschicht stets zwischan Aleuronschicht und Samenschale aus-

gebreitet ist, konnte mit Leichtigkeit durch Tangentialschnitte das

Vorhandensein oder Fehlen des Pilzes nachgewiesen werden. Dazu

genugten die kleinsten Schnitte, so daB sich jede nennenswerte

Verletzung des Kornes vermeiden lieB. Spuren von Sublimat

fanden natiirlich von der Schnittwunde aus Eingang in das

Endosperm, doch wurde dadurch niemals eine besondere Schadigung

des Endosperms hervorgerufen.

Kulturmethode. Sehr viel umstandlicher war es, bei den

Kulturen die Anwesenheit von Mikroorganismen auszuschliefien.

Das geschah auf folgende AVeise: Zur Aufnahme des Quarz-

sandes wurden GlasgefaBe {E, Textfigur) von ca. % 1 benutzt,

in deren Boden ein Loch von 2—3 mm Durchmesser ge-

bohrt war. Diese Offnung wurde mit einem Uhrglas (U) ver-

schlossen und das GefaB in eine dickwandige Kristallisierschale

gestellt, die */, oder */> so hoch war wie die Kulturglaser. Zur

Befestigung des GefaBes in der Schale und zugleich zum AbschluB

gegen die Luft wurde ein dichter Watterins (W) am oberen Rande
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Die Bindung freien atmospharischen Stickstoffs usw. 241

der Kristallisierschale zwischen Schale und GefaB so fest ein-

gepreBt, daB die Watte sich hart anftililte und beim Herausheben

und Schiitteln des GefaBes E die Schale K sich nicht riihren

konnte. In den Zwischenraum zwischen Kristallisierschale und

KulturgefaB wuide an einer Stelle eine starke Glasrohre (B) von

der Hohe der Kristallisierschale beim Einfiigen des Watteringes

mit eingeklemmt und provisorisch mit Watte verschlossen. Der

Quarzsand wurde nach dem Vorgange von HELLRTEGEL und

WlLLFAHRT 1

), nachdem er in einer groBen Porzellanschale

mit einer bestimmten Menge Nahrlosung (in ;der stickstoffhaltigen

Usung 0,492 g N pro Kilo Sand) gemischt war, bis er backend

^de, unter Benutzung von Gummifingern in das [KulturgefaB

e*gebrockelt, wodurch eine lockere Beschaffenheit der Sandmasse

erzielt werden konnte. Als AbschluB des Quarzsandes nach oben

*e*te eine dicke dichte Lage von Watte (Wt )
in etwas groBerem

D^chmesser als dem lichten Durchmesser des KulturgefaBes ent-

sPrach, diese wurde rund abgeschnitten, dann an den vier Stelien,

^ denen die Loliumkeime eingepflanzt werden sollten, mit der

3^__emer groBen Schere ein Loch eingebohrt und durch vor-

1) Beilageheffc d. Zeitschr. f. d. Riibenzucker-Industrie, Nov. 1888.
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242 E. Hannig:

sichtiges Drehen ein wenig erweitert. In diese vier Offnungen

der "Watte muBte je ein Glasring (Ri) eingezwangt werden. Nach

einiger Ubung gelang es, den YerschluB vollstandig dicht herzu-

stellen. Auch die Glasringe wurden vorlaufig mit Watte ver-

schlossen und iiber das GefaB als Deckel eine Kristallisierschale (D)

gelegt, und der soweit hergerichtete Apparat im Dampfsterilisier-

apparat mehrmals sterilisiert.

Die sterilisierten Samen waren nach Abspiilen mit sterili-

siertem Wasser zuerst 24 Stunden zum Quellen eingelegt worden

nachher auf sterilisiertem Filtrierpapier bis zum Auskeimen liegen

gelassen und zuleizt in ein GefaB, das mit iibergreifendem Deckel

geschlossen war, in Quarzsand (ohne Sticks toff) eingesetzt. Nachdem

sie bier etwa 3 cm lange Keimblatter und 3—4 cm lange Wurzeln

gebildet batten, konnten sie in die KulturgefaBe eingepflanzt

werden. Dabei muBte die Watte aus den Glasringen heraus-

genommen, mit einer Platinnadel oder einem Glasstab ein Loch in

den Quarzsand gebohrt und die Pflanze soweit eingelassen werden,

daB das Samenkorn mit dem Boden des Ringes abschloB. Dann

wurde die Keimpflanze innerhalb des Glasringes mit sterilisierter

W^atte so dicht eingeschlossen, daB der Zugang zu dem Quarzsand

abgesperrt war. Zur weiteren Sicherung gegen die Yerunreinigung

der Luft wurde eine Scheibe von Filtrierpapier (F), entsprechend

der Stellung der 4 Keimlinge mit vier kleinen Kreuzschnitten ver-

sehen, iiber die Keimlinge iibergezogen und dicht an Watte und

GefaBwand angepreBt.

Es muBte noch waiter dafiir gesorgt sein, daB der Quarzsand

geniigend feucht gehalten und eventuell Verdunstungswasser ersetzt

werden konnte. Das geschah dadurch, daB je 4 Gefafie in der

Weise, wie die Textfigur angibt, mit je einem Aspirator verbunden

wurden. Die Luft, welche in die Aspiratoren nachstromte, wurde

durch eine mit Watte gefiillte Rohre und durch eine Waschflasche

mit H2S04 cone, filtriert. Die Gummischlauche zwischen den

einzelnen Glasrohren waren in Watte eingeschlossen und mit Lein-

wandschlauchen iiberzogen. So konnte die Watte dauernd feucht

gehalten und damit verhindert werden, daB die Gummischlauche

in der Sonne bnichig wurden. Yon den Aspiratoren aus wurden

dann die Kristallisierschalen soweit mit Wasser gefullt, daB noch

etwa 2 cm Zwischenraum zwischen Watte und Wasseroberilache

frei blieb, was notwendig war, um eine Durchfeuchtung der "\\ atte

zu verhiiten. Ubrigens war der Wasserverbrauch ein verhaltnis-

maBig geringer, da die Watteverschlusse sehr dicht hielten, und

infolgedessen reichte der Yorrat der Aspiratoren ftir die ganze

Kultur bequem aus.
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Die Bindung freien atmospharischen Stickstoffs usw. 243

Die Kultur wurde im botanischen Garten vorgenommen, an

r Stelle, die moglichst gegen Wind geschiitzt war und dauerte

Ende Juni bis Mitte September 1907. Da natiirlich

Watteverschliisse verhindert werden muBte, wurde

aus Gewachshausfenstern ein kleines Glashaus gebaut, das

oben und an zwei Seiten verschlossen, an den beiden anderen

Seiten frei war. Die freien Seiten warenmittelsengmaschigerHanfnetze

gegen Vogel und groBere Insekten geschiitzt. Eine reichliche Luft-

bewegung war zwar auf die Weise ermoglieht, trotzdem mufite bei

hoherer Temperatur die direkte Sonne mit Gewaehshausjalousien

abgeschwacht werden.

"Wahrend der Kultur zeigte sich, daB eine Anzahl von Samen-

komern durcli die Sublimatbehandlung so gelitten hatte, daB sie

nach kurzer Zeit zu wachsen aufhorten. Zwei Kulturgefafie wurden

dadurch bald vollstandig ausgescbaltet. In drei GefaBen der stick-

stoffhaltigen Kulturen hatte sich nur je eine Pflanze weiter ent-

wickelt, wahrend in den fiinf iibriggebliebenen GefaBen der stickstoit-

freien Kulturen die Pflanzen alle ziemlich gleichmaBig gut fortkamen.

Das Ergebnis der Versuche war, daB in alien Kulturen ohne

Stickstoff die Pflanzen nur schwach wuchsen, wahrend die mit

Stickstoff versorgten kraftig gediehen. Letztere entwickelten sich

tod reiften Friichte wie normale Freilandpflanzen, und zwar so, daB

sich die pilzhaltigen auBerlich von den pilzfreien nicht unterschieden.

Stickstoffzahlen Die Stickstoffbestimmung wurde nach

KJEHLDAHL ausgefiihrt. Leider platzte bei der Schwefelsaurebehand-

toig einer der Kolben, und zwar grade von einer Beihe, von der

tor zwei VersuchsgefaBe iibrig geblieben waren, namhch Lohum

tot Pilz onne Stickstoff. Diese Reihe muBte daher von neuem m
Kultur genommen werden. Das geschah auf dieselbe Weise

hei der ersten Serie, nur wurden die Samenkorner S"

tod abgewogen, daB jedes einzelne 0,0053 g schwer war. uiv

2ahlen dieser Versuchsreihe sind in den folgenden Tabellen unter

Sene II angegeben.

Wende Serie I.
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244 E. HANNIG:

Durchschnitt fur 4 Pflanzen
N-Gehalt von 4 pilzfreie

Kornern .......
11.69 mg N

11.70 „ „

N-Zunahme in der Kultur . — 0,01 mg N

mit Pilz

25,98 8 cm hoch

N-Gehalt von 4 Kornern m
Pilz 16,38 mg 11

N-Zunahme in der Kultur

.

9,60 mg IT

mit Pilz

4

4
14,04

33^70»)

10 cm hoch
11 „
12 „

Durchschnit
U-Gehalt v
Kornern

t fur 4 Pflanzen .

on 4 pilzhaltigen
21,99 mg J

11,70 „ ,

N-Zunahme in der Kultur . 10,29 mg N

ohne Pilz

mit N 1

1

1

42,12
45,08

330,70
mehrere Halme

Durchschnit 152,60 mg I

N-Gehalt v
Pilz

on 1 Korn ohn

N-Zunahme
Kultur

in N-haltiger
148,09 mg 1

mit Pilz

1

?0,9 22
mehrere Halme
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Die Rindung freien utmospharischen Stickstoffs usw. 245

Diese Zahlen lehren

1. daB die pilzhaltigen Samen betrachtlich (28,3 pCt.) N-reicher

sind wie die pilzfreien. Da FREEMAN 1. c. 1903 gefunden hat, daB

die Pilzschicht bei der Keimung ganz ausgesaugt wird, steht also

den Keimlingen pilzfiihrender Samen von vornherein fast das

doppelte an Stickstoffreserve zur Verfiigung wie den anderen.

2. Die Kulturen mit Stickstoff zeigen, soweit sich das bei der

Verschiedenheit des Gedeihens beurteilen laBt, keinen Untersehied

zu Gunsten der pilzhaltigen Pflanzen. Die Zahlen in den beiden

Kategorien sind zwar anffallend nngleich, das riihrt jedoch wahr-

scheinlieh nur daher, daB die Keimlinge teilweise dnrch die Sublimat-

behandlung geschadigt waren, teilweise infolge voriibergehend zu

starker Erwarmung unter dem Gewachshaus etwas gelitten hatten

und bedarf daher einer Kontrolle. Jedenfalls befindet sich unter

den pilzfreien Pflanzen in einem Fall eine bedeutend hohere Stick-

stoffzahl wie unter den pilzhaltigen, so daB vorlaufig eine Be-

vorzugung der Pilz-Pflanzen nicht angenommen werden kann.

3. Bei den stickstof freien Kulturen von pilzfreien Pflanzen

stimmt die Stickstoffernte ungefahr mit dem Stickstoffgehalt der

Korner iiberein. Das geringe Plus in Nr. 11 und 12 ist wahr-

scheinlich auf Ungenauigkeit der Stickstoffbestimmung oder auf

Schwankungen im Stickstoffgehalt der Korner zuruckzufiihren (vergl

Tab. Nr. 1—9). Es ist aber auch moglich, daB hier eine geringe

Stickstoffbindung vorliegt, da auch in den Untersuehungen von

HlLTNER bei Lolium italicum (cf. S. 239) eine geringe Stickstoffzunahme
sich zeigte. Jedenfalls bedarf dies Verhalten noch genauerer Unter-

suchung.

4. Bei den pilzhaltigen Pflanzen fand, ohne daB die geringste

Stickstoffmenge zugefuhrt wurde, eine Stickstoffvermehrung urn

ca. 100 pCt. des urspriinglichen N-Gehaltes statt, wahrend, wie aus

den Tabellen zu ersehen ist, die N-gedungten Pflanzen fast urn

da» hundertfache zunehmen kbnaen. Die Untersuehungen be-

statigen also das Resultat HlLTNERs, daB eine geringe Menge
at mospharischen Stickstoffs durchdas pilzfuhrende Lolium

Centum gebunden wird.
DaB die Menge des fixierten Luftstickstoffs nicht betracht-

llcW ausfallt, ist nicht zu verwundern; denn es ist zu bedenken,

afi die Hyphen des parasitischen Pilzes nur in den Samenkornern
ln groBerer Menge auftreten, wahrend in den vegetativen Teilen

^
r dicht hinter dem Yegetationspunkt wenige Pilzfaden dem

Wachstum der Pflanze folgen und im tibrigen sowohl im Stengel als

au<* in den Blattern nur mit Miihe hier und da zerstreute Pilzfaden

aufgefunden werden. Es hat einstweilen keinen Sinn Betrachtungen
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246 Ernst Kustek:

clamber anzustellen, ob der parasitische Pilz den Luftstickstoff

selbst bindet oder ob er die Wirtpflanze so verandeit, daR

sie den Luftstickstoff zu assimilieren vennag, wie man das

friiker zum Teil fiir die Leguminosen annahm. Diese Frage iilllt

sich erst entscheiden, wenn es gelingt, den Ldiumpilz zu isolieren

und zu kultivieren, wozu freilich nacli den bisherigen Erfahrungen

wenig Aussicht ist. AuRerdem wird es notwendig sein, um die

praktische Bedeutung des symbiontischen Vernal trusses beurteilen

zu konnen, aseptische Kulturen in schwach stickstoff lialtigem

Medium sowie vergleichende Freilandkulturen zwischen N-freiein

und N-haltigem Lolium temulentum durchzufiiliren. SchlieBlich ist

auch noch zu untersuchen, ob die anderen Loliumeu-ten (L. perenne,

L. Unocolum usw.), bei denen hier und da Pilze gefunden worden

sind, in Symbiose mit ihrem Pilz gleichfalls imstande sind, sich

den Luftstickstoff nutzbar zu machen.

30. Ernst Kuster: Keimung und Entwicklung von Schimmel-

pilzen in gebrauchten Nahrtosungen.

(Vorlftufige Mitteilung.)

(Eingegangen am 28. MiVrz 190S.)

Pilze, die auf irgend welchen Nahrlosungen sich entwickeln,

bleiben schon deswegen nicht wahrend der ganzen Zeit ihrer Ent-

wicklung unter denselben Vegetationsbedingungen, weil sich die

N'ahrlosungen unter dem EinfluR der Pilze in der mannigfaltigstrn

Weise verandern. Zunachst ist die Abnahme der fur den kulti-

vierten Organismus wichtigen Stoffe, die in der Nahrlosung

enthalten waren, in Uechnung zu ziehen, ferner qualitative Ande-

rungen, die sich in der Zunahme oder xlbnahme derAziditiit bzvv.

der Alkaleszenz aussprechen; auRerdem dtirfte wahrend der Ent-

wicklung der Pilze der osmotische Druck der Fliissigkeit vielfach

zunehmen. SchlieRlich liefern die Organismen noch Stoffe, iiber

deren chemische Eigentiimlichkeiten wir wenig oder gar nichts

wissen, von welchen aber wenigstens fiir manehe Spezies festgestellt
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