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41. G. Bredemann: Regeneration der Fahigkeit zur Assi-

milation von freiem Stickstoff des Bacillus amylobacter

A. M. et Bredemann und der zu dieser Spezies gehorenden

bisher als Granulobacter, Clostridium usw. bezeichneten

anaeroben Bakterien.

(Vorlaufige Mitteilung.)

(Eingegangen am 4. Juni 1908.)

Seit 1905 irn Botanischen Institute der Universitat Marburg

unter der Leitung des Herrn Prof. ARTH. MEYER mit einer eiu-

gehenden Untersuchung der anaeroben bisher als Amylobacter,

Granalobacter, Clostridium oder ahnlich bezeichneten Bakterien

beschaftigt, mochte ich hier vorlaufig kurz einige Ergebnisse dieser

Untersuchungen mitteilen, da sich die Drucklegung der vollstandig

fertig gestellten umfangreichen Arbeit etwas verzogern wird.

Da es uns zunachst darauf ankam, zu entscheiden, wieweit

die bisher in der Literatur erwahnten sich ahnelnden Formen, die

man als Amylobacter, Granulobacter, Clostridium usw. bezeichnet

hatte, verschiedene Spezies waren, und wieweit solche sich ahnelnde

Spezies in der Xatur vorkamen, habe ich mir zuerst eine moglichst

grofie Anzahl von Original-„Spezies" beschafft und dann audi selbst

eine groBere Anzahl von „Stammen" auf verschiedene Weise und

aus verschiedenem Materiale, besonders aus Erde, welche ich mu"

aus alien Weltteilen besorgt hatte, isoliert.

Von diesen haben raeinen Untersuchungen zugrunde gelegen.

A. Original-„SpeziesM :

1. Clostridium Pasteurianum von WlNOGRADSKI *)

;

2. Clostridium Americuuim von PRKnGSHEBI 3
);

1) Arch. d. sciences biolog.T.ni 1895 u. Centr. f. Bakt. II.Abt. 1902. IX-
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3. Clostridium a von HASELHOFF und BREDEMANN 1

);

4. Clostridium p von HASELHOFF und BREDEMANN 1

);

5. Bac. amylobacter I von GRUBER 2
);

6. Bac. saccharobutyricus von v. KLECKI 3

);

7. Ein sog. Gasphlegmonebazillus aus Sauglingskot;

8. Granulobacter butyricum von BEIJERINCK 4
);

9. Granulobacter pectinovorum von BEIJERINCK und van DELDEN 5

)

;

10. Buttersaurebazillus aus altem und

11. Buttersaurebazillus aus jungem Schabziegerkase von v.FREU 1) Y. N"

-

REICH und JENSEN 6
).

B. Selbst isolierte Stamme, welche aus von folgenden Orten

stammendem Materiale isoliert warden:

12. Aus einer der Oberflache einer Reispflanzung bei Buitenzorg

vor dem Ackern entnommenen Erde;

13. aus derselben Erde;

14. aus einer Wiesenerde bei Pritzwalk (Brandenburg);

15. aus einer Erde von einer jungen Kakaopflanzung bei Soppo

im Kamerungebirge

;

16. aus einer Erde von einer jungen Kakaopflanzung bei Moliwe

im Kamerungebirge;

17. aus einer Urwalderde bei Amani (Deutsch-Ostafrika);

18. aus einer vom Ufer eines stehenden Gewassers bei Kotapad

in Brit.-Ostindien entnommenen Erde;

19. aus Erde des Botanischen Gartens in Marburg;

20. aus Weideland in Illinois (Nordamerika)

;

21. aus Ackerland des Gutes Buchholz bei Pritzwalk (Brandenburg);

22. aus Marschboden bei Husum;
23. von Mohren aus Marburg;
24. aus einem Termitenhaufen bei Kotapad (Brit.-Ostindien);

25. aus denAbhangen des Signalberges bei Tsingtau (Kiautschou)

;

26. aus einem Acker bei Hammerfest in Norwegen;

27. aus Reismehl von Marburg. .

Die eingehend durchgefiihrte vergleichende morplun^iM-,,-

und physiologiscbe Untersuchung dieser Original-„Spezies unc <-i

"ftst isolierten „Stamme« fuhrte zn dem tiberrraschenden Ergeb-

1) Landw. Jahrbucher. 1906. XXXV.
2) Centr. f. Bakter. I. Abt. Bd. I. 188

3) Centr. f. Bakter. II. Abt.

d. Kgl. Akad.
Deell. N _

5) Arch. Neerland sc. exact, et nat. (2) IX.

6) Centr. f. Bakt. II. Abt. 1906. XVII.

Wetensch. Amsterdam II. Se>
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;u>4 Gr. BKEDEMANN:

nisse, daB sie alle identisch waren und deshalb zu der Spezies

Bacillus amylobacter A. M. et BREDEMANN zusammengefaBt werden

muBten. Der Speziesname Bac. amylobacter A. M. et BREDEMANN

ist aus spater mitzuteilenden Griinden gewahlt worden.

Bei den bislang im botanischen Institute ausgefuhrten Arbeiten

iiber Bakterienspezies ist immer der Grundsatz festgebalten worden,

daB Speziesdiagnosen und Bestimmungen von Bakterienspezies nur

an solchem Materiale ausgefuhrt werden durfteri, welches einen

langeren Zeitraum hindurch unter bestimmten Kulturbedingungen

gehalten worden war; es liatte diese Behandlung den Zweck, die

zu vergleichenden Stamme durch Einwirkung gleicher Yerhaltnisse

moglichst gleichartig zu maehen. Bei meinen Untersuchungen

stellte sich heraus, daB die mir vorliegenden anaeroben Formen einer

verhaltnismaBig langwiihrenden teilweise aucli speziellen Behandlung

bedurften. Letzteres bezieht sich besonders auf die Original-

„Spezies M
. Diese waren durch die Yorbehandlung meist stark ver-

andert, teilweise geschwacht, so daB nur durch besondere Be-

handlung die Normaleigenschaften wieder hervorgerufen werden

konnten. Zu diesen vor der konstanten Behandlung wieder hcrzu-

stellenden Eigenschaften gehorte z. B. vorziiglich die Sporen-

bildungsfahigkeit und die Garfahigkeit in stickstofffreier Nahr-

lusung. Die Yerschiedenartigkeit der von den verschiedenen

Autoren gegebenen Beschreibungen ihrer ,,Spezies" ist teilweise

auf die Arerschiedenartige Behandlung dieser Spezies zurtick-

zuftihren.

Also erst nachdem eine Kraftigung und eine gleichartige

Ziichtung stattgefunden hatte, wurde zu einer Vergleichung aller

„Spezies" und Stamme geschritten. Dieselbe ergab dann, daB die

an sich nicht groBen Verschiedenheiten, welche die einzelnen

Stamme und „Spezies" untereinander zeigten, fur alle charakte-

ristischen Eigenschaften nicht groBer wraren, als die Variations,

die innerhalb ein und desselben Stammes vorkamen. Yon diesen

Eigenschaften seien als relativ konstante Eigenschaften genannt

:

Form und GroBe der Sporen, Beweglichkeit, Farbbarkeit, Beserve-

stoffe, Entwicklung bei verschiedenen Temperaturen, Kardinal-

])ivnkte der Temperaturen, Kardinalpunkte der Sauerstoffspannung

fiir Sporenkeimung, Sporenbildung und Oidienwachstum, Entwick-

lung auf verschiedenen Nahrboden, wie Agar verschiedener Zu-

sammensetzung, Gelatine mit und ohne Dextrose, Totungszeiten der

Sporen bei 100°, 80° und bei hohen Sauerstoffkonzentrationen; als

relativ variable Eigenschaften seien genannt: Form und GroBe der

Oidien und Sporangien, Yorhandensein und Fehlen der Sporangien-
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reste um die Spore („Sporenkapsel"), Verwertbarkeit der ver-

schiedenen Kohlenstoffquellen, Menge und Zusammensetzung dor

G-arangsprodukte, Gas, Alkohole und fliichtige Sauren, Fahigkeit in

stickstofffreier Nahrlosung zu wachsen und Fahigkeit der Assimi-

lation des freien Stickstoffs; bei der Assimilation des Stickstoffs

selbst ist sehr variabel die Menge des auf 1 g verbrauchter Dex-

trose gebundenen Stickstoffs, der EinfluB der Kultur im Stickstoff-

strome oder im offenen Kolben, EinfluB der Darreichung von ver-

schiedenen stickstoffhaltigen Yerbindungen auf die GroBe der Stick-

stoffassimilation, Beziehungen zwischen Zuckerverbrauch, Siiuiv-

bildung und Stickstoffbindung usw. Da, wie gesagt, in alien diesen

Punkten bei einer gleichartigen Behandlung der Original-„Spezies"

and der von mir selbst isolierten „Stamme" absolut kein durch-

greifender Unterschied zwischen den einzelnen „Spezies" und

„Stammen" zu beobachten war, erschien es also geboten, die von

mir untersuchten 11 „Spezies" anderer Autoren und 16 von mir

selbst isolierten, aus den verschiedensten Regionen der Erde

stammenden „Stamme" als zu einer Spezies gehorig zu

betrachten.

Durch diese hier zum ersten Male scharf durchgefiihrte ver-

gleichende Untersuchung sehr vieler unter verschiedenen Um-

standen erwachsenen Stamme einer Spezies wurde der exakte

Beweis erbracht, daB die Yariationsfahigkeit einer Baktenenspezies

nicht grofier zu sein braucht als die einer hoheren Pflanzenspezies.

Dabei ist es bemerkenswert und besonders hervorzuheben, daB die

Spezies durch den EinfluB der verschiedenartigen Standorte nicht

wesentlich verandert worden ist, in der Tat ein interessantes Re-

sultat, wenn manbedenkt, daB die Stamme aus den verschiedensten

Gegenden der Erde stammten.

Ferner ist bewiesen, daB eine Bakterienspezies iiber die ganze

Erde verbreitet sein kann, so daB zu erwarten ist, daB die Baktenen-

flora der verschiedenen Gegenden doch nicht eine so gro >>

^lannigfaltigkeit an Spezies aufzuweisen braucht, als manvieUeicnt

anzunehmen geneigt sein konnte.

Zu den von den verschiedenen Autoren als besonderes Spesaes-

^erkinal in den Yordergrund gestellten Eigenschaften ihrer Spezies

gehort die Fahigkeit der Bindung des atmosphanschen Stickstoffs,

^ also auch fur alle „Spezies" und „Stamme" nachgewiesen werden

«te, ehe wir dieselben als identisch betrachten durften. Die m

^ere Hande gelangenden Origmal-„Spezies" hatten, wie iruher

s^onangedeutet, diese Fahigkeit nicht mehr, auch diejemgen nicht,

denen ihre Autoren friiher Stickstoffbindung beobachtet hatten;
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366 G. BREDEMANN: Regeneration der Fahigkeit zur Assimilation usw.

von den von mir selbst isolierten Stammen besaBen einige Stick-

stoffbindungsvermSgen, andere nicht. Es gelang mir nun, bei alien

Original-„SpeziesM und bei alien meinen „Stammen", bei welchen

kein Stiekstoffbindungsvermogen beobachtet werden konnte, das-

selbe wieder hervorzurufen, und es zeigte sich, daB dann alle die

Fahigkeit in gleichem MaBe und ebenso besaBen, wie die „Spezies",

bei der WlNOGRADSKY dieses Vermogen zum ersten Male ge-

zeigt hatte.

Unsere Versuche ergaben, daB die Regeneration des Stick-

stoffbindungsvermogens bei alien Stammen gleich leicht durchzu-

fuhrenwar, auch bei denjenigen „Spezies w
, die sich schon sehrlange

in kiinstlicher Kultur befanden und fur die bislang eine Fahigkeit

der Assimilation des freien Stickstoffs noch nicht festgestellt war.

Als besonders gunstiges Mittel zur Regeneration hat sich die

Kultur auf Erde enthaltenden Substraten erwiesen. Man kann so-

wohl in steriler Erde als auch in stickstofffreien WlNOGRADSKYscher

Xahrlosung, welche mit nicht zu geringen Mengen steriler Erde

versetzt ist, ziichten. Die besten Resultate wurden nach dem

ersteren Yerfahren in folgender Weise erhalten: Reagenzglaser

wurden ca. 6—8 cm hoch mit getrockneter und gesiebter Garten-

erde geflillt, diese mit Wasser gleichmaBig durchfeuchtet und ca.

3
4 Stunden bei 150 im Autoklaven sterilisiert. Diese absolut

sterile Erde wurde dann mit reichlichen Mengen des Bac. amy-

lobacter geimpft. Ich verfuhr im allgemeinen so, daB ich vou

einer jungen morphologisch kraftigen aus alien Morphoden — leb-

haft bewegliche Oidien und Sporangien und freie Sporen — be-

stehenden Kultur, die auf Dextrose-Agar im Vakuum bei einem

Sauerstoffgehalt von 1 mg im Liter und bei 28 entstanden war.

mehrere Osen voll in sterilem Wasser verteilte, diese Aufschwemmung
auf die sterile Erde aufgoB und letztere dann noch mit sterilem

Wasser kraftig gleichmaBig durchfeuchtete. Diese geimpften Erd-

rohrchen wurden dann meist mehrere Wochen entweder im Va-

kuum oder auch bei volligem Luftzutritt bei Zimmertemperatur

oder 28 sich selbst uberlassen. Wurden dann kleine Mengen dieser

Erden, etwa 1—2 g, in mit WlNOG KADs KVsclier stickstofffreier Xahr-

losung ca. 6—8 cm hoch gefiillte Reagenzglaser ubertragen, so be-

gann meist schon nach 12—24 Stunden eine kriiftige Garung; iiber-

trug ich von dieser lebhaft garenden Kultur nicht zu kleine Mengen

in neue stickstofffreie Xahrlosung, so trat auch in dieser bald

Garung und, wie sich durch die spatere Analyse herausstellte, auch

Stickstoffbindung ein, die sich auch nach vielen Uberimpfungen

erhielt.
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Eine nicht immer so prompt eintretende Wirkung konnte nach

dem zweiten Yerfahren erzielt werden durch "einfachen Zusatz von

absolut steriler Erde zur stickstofffreien NahrlSsung und Einimpfen

von nicht zu kleinen Mengen einer an sich in stickstofffreier Nahr-

losung keine Craning hervorrufenden, aber morphologiscli kraftigen

jungen Kultur.

Kam es in einer stickstofffreien Nahrlosung zu einem leb-

haften Wachstum und einer lebhaften Garung, so war mit dieser

auch stets eine Stickstoff-Assimilation verkniipft, wie durch sehr

zahlreicbe Bestimmungen, deren genaue Zahlen spater mitgeteilt

werden sollen, bewiesen wurde. Die erhaltenen Stickstoffgevvinne

schwanken, wie das ja Mr alle bislang bekannten stickstoff-

ansammelnden Organismen auch bekannt ist, in ziemlich weiten

Grenzen. So wurden bei ca. 50 Versuehen Zunahmen von 0,35 bis

6,6 mg Stickstoff auf 1 g verbrauchter Dextrose gefunden, wobei

die Yerschiedenheiten bei einem und demselben Stamme ebenso

groB waren als bei verschiedenen „Stammen u und „Spezies", so

daB von einer groBeren oder geringeren stickstoffbindenden Kraft

des einen oder anderen Stammes nicht die Rede sein kann.

Es muB zuletzt noch erwahnt werden, dafi auch alle meine

selbst isolierten „Stamme", die anfangs Stiekstoffbindung durch-

fiihrten, sie nach einiger Zeit verloren, und daB ich sie danach

alle wieder durch Erdbehandlung zur Stickstoffassimilation bringen

konnte. Die regenerierte F&higkeit war ebenso bestandig und eben-

so unbestandig wie die der frisch isolierten Stamme.

42. M. Mii eke: Zur Kenntnis der Eientwicklung und Be-

fruchtung von Achlya polyandra de Bary.

(Mit Doppeltafel VI.)

(Eingegangen am 5. Juni 1908.)

t)ber die Befruchtungsvorgange, sowie iiber die cytologischen

^erhaltnisse bei den Saprolegniaceen sind in den letzten Jahren von

drei Autoren Arbeiten erschienen, welche den Gegenstand em-

gehenden Untersuchungen unterziehen: von TRQW (II), DAV.LS und

LA^SSEN. TROWs Arbeiten haben Achhja-, die der beiden letzteren
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