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Historischer Teil

Durch die klassischen Untersuchungen von DE SAUSSURE (1304) und von
BOUSSINGAULT (1806), deren Arbeiten LAWES, GILBERT und PUGH (1861)
fortsetzten, wurde der exakte Nachweis erbracht, daB keine Pflanze freien
Stickstoff zu binden vermag. LIEBIG sowie PASTEUR hatten die Assimilation
von ammoniakalischem Stickstoff, Nitriten, Nitraten, Ammoniumsalzen und deren
organischen Bindungen nachgewiesen, der freie Luftstickstoff dagegen war als
fir Aufnahme durch die Pflanze ungeeignet befunden worden. Mit dieser
Tatsache lieB sich die sehr alte Erfahrung der praktischen Landwirtschaft
nicht ohne weiteres in Einklang bringen, daB Hiilsenfriichte eine Stickstoff-
diingung entbehren kénnen, was bereits PLINIUS und COLUMELLA bekannt ge-
wesen sein soll. Durch die praktischen Erfahrungen von SCHULTZ-LUPITZ,
der die Hiilsenfriichte iiberhaupt als ,,Stickstoffsammler”, gegeniiber den iibrigen
Pflanzen, den ,Stickstofffressern, unterschied, wurde die Unmoglichkeit, diese
Beobachtungen durch giinstige physikalische Verinderungen des Bodens, Be-
schattung u. dgl. mehr zu erkliren, immer offenbarer. Waren die bei den
Leguminosen auftretenden Wurzelanschwellungen zwar schon lange bekannt,
so versuchte man es jetzt, diese in irgendeine Beziehung zu dem unauf-
geklarten Verhalten der Hiilsenfriichte zu setzen. Hiermit setzte eine sehr
intensive Forschungstitigkeit ein, die die Wurzelknéllchen zum Ausgangspunkt
nahm. '

Da es meiner Erfahrung nach an einer vollstindigen und kritischen Zu-
sammenstellung dieser so wichtigen und viel bearbeiteten Probleme mangel,
habe ich mich der Aufgabe unterzogen, soweit es in meinen Kréften stand,
alles Erreichbare nicht nur zu sammeln, sondern kritisch zu sichten, um
einen Uberblick iiber das tatsichlich bisher Erreichte geben und aus ihm
heraus die noeh offenen Probleme entwickeln zu konnen. Vielfach habe ich
ausgedehnte Untersuchungen unternommen, nur um mir ein Bild aus eigener
Anschauung machen zu konnen, das nicht aus der Literatur, allein ihrer
Widerspriiche wegen, gewonnen werden kann.

Ich boffe, auch dadurch dem kiinftigen Bearbeiter der Probleme einen
brauchbaren Riickblick geliefert zu hahen.

Als erster wird DELECHAMP (1586) (1) genannt, der die Knéllchen als
normale Bildungen der Wurzel, und zwar als Auswiichse des Wurzel-
gewebes ansieht. MALPIGHI') (1666) (2) dagegen sicht in ihnen Insckten-

!) Harum interiora tenent utriculorum ordines. viridem referentes colovem.
per longum statuti. Interdum perforatas vidi hasce Gallas: et adhue dubito, an
a condito interius verme, an ab exteriori animalculo ingressum teneant.
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gallen, obwohl er weder ein Ei noch eine Larve beobachtet hatte. Nach
BivoNA (1316) (1) sind die bei Lotus und Medicago beobachteten Knollchen
Sklerotien, dementsprechend benennt er sie auch. Derselben Ansicht ist PERSOON
(1818) (3). der das ,Sklerotium rhizogonum' beschreibt, ihm schlieBt sich FRIES
(1821) (1) an, der beobachtet haben will, daB diese Sklerotien der Wirtpflanze
keine Nahrung licfern. DE CANDOLLE (1825) (3) hialt die Knolichen fiir krank-
hafte Auswiichse und spricht von ihnen als von ,,Tumeurs morbides*, wenngleich
sie anfanglich zwar kleine Schwamme, gleich einem Sklerotiwm zu sein schienen,
wiahrend TRICHINETTI (1837) (1) glaubt, es seien Abortivknospen einer ver-
borgenen Frucht (.gemme abortive di frutti latenti“). CLOS (1848) (3) ist der
einzige, der sie als Lenticellen anspricht, wahrend TULASNE (1851) (1) sich
DE CANDOLLEs Amsicht anschlieBt. GASPARRINI (1851) (2) betrachtet die
Wurzelknéllchen als ,,.Schwammknolichen* (tubercoli spongiolari), ,,die zur Aui-
saugung der Nahrung aus dem Boden bestimmt sind“. Einzigartig ist die An-
sicht von TREVIRANUS (1835) (4), die Knoéllchen sind nach ihm .,unvollkommene
Knospen mit knolliger Grundlage“, deren Weiterentwicklung gewdhnlich nicht
stattfindet, die jedoch imstande sein sollen, gegebenenfalls neue Pflanzen her-
vorzubringen. TREVIRANUS fiithrt dabei Arachis hypogaea, Vicia amphicarpa
u. a. als Beispiel an. Er sagt aber: ,Dabei ist der Umstand nicht auBer acht
zu lassen, daB Knéllechenbildung und unterirdische Friichte nicht leicht sich zu-
sammenfinden, vielmehr auf gewisse Weise einander zu ersetzen scheinen.*
KoLACZECK (1836) (1) dagegen hilt die Behauptung aufrecht, die Knélichen
seien Schwammwurzeln, wahrend LACHMANN (1858) (2) die Vermutung &auBert,
daB sie als normale Organe der Pflanze zur Aufspeicherung von Reservematerial
dienen.

Waren die bisher aufgefiihrten Ansichten im groBen und ganzen ge-
legentliche Besprechungen, so war WORONIN (1866) (5) der erste, der eine ein-
gehendere Untersuchung der Wurzelknollchen vornahm. Die Knéllchen bestehen
seiner Meinung nach aus einem Parenchymgewebe. das zwei deutlich ver-
schiedene Schichten aufweist. Das innere Gewebe fithrt Zellen mit dichtem
Plasma, das auliere weist nur Zcllen mit wenig Plasma auf. Diese beiden
Schichten nennt WORONIN inneres und duBeres Parenchymgewche. Zwischen
den beiden Geweben ziehen sich GefdaBbiindelstrange hin. die regelrechte Ver-
zweigungen des  ZentralgefiBbindels der Wurzel sind. Das Wachstum des
Knollchens beruht auf der Teilung der . Vegetationsschicht®, der #&uBersten
Zellen des inneren Parenchymgewebes. Da WORONIN in den dlteren Zellen des
sinneren Parenchyms sehr viele bakteriendhnliche Korperchen fand, die sich,
aus den Zellen durch Ausdriicken in Wasser befreit, sofort oder mitunter erst
nach einigen Stunden frei bewegten, so dullerte er die Vermutung, daB dicse
hakterienahnlichen Korper die Knollchenbildung hervorrufen kénnten. Uber die
Art oder die Zugehorigkeit dieser Kdorperchen dufBlerte eor sich aber nicht ab-
schlieBend.

1874 erschienen die svstematischen Untersuchungen ERIKSSONs (6).  Ich
habe die Originalarbeit nicht einsehen konnen und stiitze mich auf das Referat
sowie auf an anderen Orten vorkommende Besprechungen der Aibheit. ERIKSSON
untersuchte die Knollchen von Faba vulgaris (Vicia faba). Die Anlage des
Knollchens geht in den innersten Rindenzellen vonstatten.  Diese fiillen sich
stark mit Plasma und vermehren sich schnell durch nicht sehr regelindBige
Teilungen. An dicsen Stellen beobachtete ERIKSSON ungeteilte ,, lyphen®, die
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von auBen her, quer durch die Zellwande hindurch, auf die Knolichenanlage
zuwachsen, in der sie sich in feinen, aber unregelmiilig dicken Féden ver-
zweigen. Die duBeren Zellen des entstchenden Knoéllchens bilden nach Art eines
Kambiums nach auBlen hin die fiinf bis zehn Zellschichten dicke Knollchen-
rinde, nach innen zu das ,innere Parenchym“ mit um das Zentrum herum an-
gelegten Fibrovasalstringen. In den élleren Zellen des Knollchens fand ERIKS-
S8ON keine Hyphen, er beobachtete hier vielmehr nur die WORONINschen Kor-
perchen. Die Ursache der Knoéllchenbildung seien die oben erwahnten ,Pilz-
hyphen*.

DE VRIES (7) gibt eine Beschreibung der Knollchen und halt sie fir
adventive Sprosse, da sie nicht in der normalen Reihenfolge der Nebenwurzeln
angelegt werden. Er hebt den hohen Eiweifigehalt der Knollchen hervor und
beobachtet, daB nach einer deutlichen Differenzierung in eine kleinzellige Rinden-
schicht und ein groBzelliges Mark, sowie nach Ausbildung der im Kreise ge-
stellten GefaBbiindelanlagen sich das EiweiB auf die meristematische Spitze und
die GefaBhiindel beschrinkt, wiahrend das iibrige Gewebe mit Starkekornern dicht
erfiillt ist, die ,,in dem MaBe, wie die Stirke zum Wachstum der Zellhdute ver-
braucht wird“, erst im hinteren, dann auch aus den mittleren Teilen ver-
schwinden. ,,Dagegen fiillt sich um diese Zeit das ganze Markgewebe allmihlich
wieder mit EiweiB.“ DE VRIES hat zwar ,,sowohl bakterienahnliche Gebilde, als
auch Pilzhyphen in den Knollchen beobachtet, hat sich aber nicht iiberzeugen
konnen, daB sie ,zu der Entstehung der Knollchen in ursichlicher Beziehung
stehen*. Er hilt sie im Gegenteil fiir ,nachtriglich eingedrungen®. Infolge des
regelméBigen Vorkommens bei zahlreichen Papilionaceen und ihrer Anwesenheit
in allen Entwicklungsstadien der Pflanze ist er der Meinung, daB die Knollchen
einfach verdickte adventive Wurzelzweige mit beschrianklem Lingenwachstum
sind. Da nach der ersten Entleerung von EiweiB wihrend des Knolichen-
wachstums die Pflanze ncues EiweiB im ,Mark® bildet und speichert, hilt er
diese ,mikrochemisch® nachgewiesene Produktion und Ablagerung von Eiweil
fiir eine der wesentlichsten Funktionen der Wurzelknollchen. ,Und daB der
Zweck dieser Ablagerung der Verbrauch an anderen Orten des Pflanzenkorpers
sein muB, daran kann schon deshalb nicht gezweifelt werden, weil das Eiweil
in den Knéllchen keine Verwendung finden kann.“ Diese Neubildung von Ei-
weiB in einem ausgewachsenen Markgewebe halt DE VRIES fiir eine isoliert da-
stehende Erscheinung.

Die von ERIKSSON beschriebenen Faden hat KNY (1878) (8) ebenfalls ge-
funden. Er ist aber der Ansicht, daB diese Pilzhyphen rein protoplasmatischen
Ursprunges sind, da es ihm nicht gelungen ist, eine Membran zu beobachten,
noch diese durch Anwendungen von Reagenzien nachzuweisen. KNY stimmt mit
ERIKSSON darin iiberein, daB die Knollchen durch Parasiten verursachte krank-
hafte Bildungen sind, er hilt den Parasiten fiir einen Myxomyceten, verwandt
der Plasmodiophora Brassicae. Die WORONINschen Korperchen deutet er als
Sporen des parasitischen Plasmodiums, das die Knollchen entstchen laBt. Uber
die Art der Sporenbildung etwas auszusagen, unterlaft jedoch KNY.

In demselben Jahre berichtet FRANK (9), daB er die Pilzhyphen allgemein,
mit Ausnahme von Lupinus, in den Knolichen simtlicher Leguminosenpflanzen
angetroffen hat. Er beobachtete, dal imn Kndillchenmeristem viele Hyphen und
wenig Bakterienkorperchen, in den dlteren Knollchenteilen dagegen fast aug-
schlieBlich Bakterienkoérperchen vorkommen, was ERIKSSON bereits bemerkt hatte:
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die Faden seien als wirkliche ,,Pilzhyphen* anzusehen, die in ihrem Verlaufe
feinere Auszweigungen austreiben. Die Form und Dicke dieser letzten Ver-
zweigungen ist nach ihm den WORONINschen Korperchen ahnlich, so daB er
zu der Annahme gefiihrt wird, daB diese Korperchen durch Abschnirung,
ahnlich den Conidien. und durch weiteren Zerfall der einzelnen Glieder ent-
stehen. Er sieht diese also als ,SproBzellchen eines Hyphomyceten an. dem
er den Namen ,,Schinzia Leguminosarum' gibt. Hervorzuheben ist ferner, daB
FRANK als erster versuchite, sich experimentell Klarheit iiber die Wurzelknollchen
zu verschaffen. Er zog in sterilen Nahrlosungen sowie in ausgegliihter Erde.
die er spater mit einer sterilen Abkochung von Pferdemist begoB, Erbsen-
pflanzen. Die Ergebnisse waren jedoch nicht eindeutig, die sterilen Wasser-
kulturen sowie die Parallelversuche in nichtsterilem Wasser zeigten eine gleich-
groBe Anzahl infizierter und nichtinfizierter Pflanzen, wihrend die Erbsen in
der vorher ausgegliihten Erde keine Knollchenbildung zeigten. FRANK schloB
aus diesem Ergebnis, ,,daB an der Entstehung der Knéllchen irgendein im Erd-
boden lebendes Mikrob, das durch Erhitzen abgetiotet wird, beteiligt ist“. Er
wies ferner darauf hin, daB alle Arten der Leguminosen, auch die auslindischen,
unabhiingig von der geographischen Verbreitung, den Bodenarten und den natiir-
lichen Standortsverhiltnissen, diese Knollchenbildung zeigen. Daraus ginge
hervor, dall es sich hierbei nicht um einen ..gewohnlichen Parasitismus® handele,
da man an eine ,ubiquistische und konstante Verbreitung der Keime dieser
Parasiten glauben miilite, ,.wie sie bei anderen pflanzenbewohnenden
Schmarotzern nicht stattfindet®.

Der bisher vorherrschenden Ansicht ERIKSSONs stimmt PRILLIEUX (10) in
vielen Punkten bei. Er legt die Entstehung, wie ERIKSSON, in die inneren
Rindenschichten und betont, daB die Knéllchen infolge des Entstehungsortes
und der anatomischen Verhiltnisse als von den Seitenwurzeln durchaus ver-
schiedene Bildungen anzusehen seien. Die Entstechung erfolge durch Parasiten,
die er, wie KNY, zu den Myxomyceten rechnet, nahe verwandt mit Plasmo-
diophora Brassicae Woronin. Die stark glinzenden, sich verzweigenden Plas-
modienstringe verwandeln sich nach erheblichen Anschwellungen auf allerdings
nicht niher angegebene Art in dic WORONINschen Korperchen. Dadurch, daB
PRILLIEUX keine Figenbewegung dieser hat wahrnehmen konnen, wie WORONIN
sie beobachtete, und durch das Auftreten von verzweigten Formen sei es klar
erwiesen, dal Bakterien nicht in Frage kommen konnen.

Die Behauptung FRANKs (9), daB es sich bei den Leguminosen um keinen
Fall von gewohnlichem Parasitismus handeln konne, wird durch SCHINDLERS
Vermutung (1884) (11) dahin erweitert, daB es sich hier nicht um . krankhafte
Auswiichse”, sondern um Erscheinungen der Symbiose handeln konne. ,Sie
(die krankhaften Auswiichse) gehdren vielmehr zum normalen Bau der Pflanze,
und schon aus diesem Grunde kénnen die darin beobachteten Organismen mit
Parasiten im gewdbnlichen Sinne nicht identifiziert werden”. Am néchsten
liege wohl die Annahme, dall man es hier mit einer Erscheinung der Symbiose
zu tun habe. Awuch sei es nicht unmoglich, daB die fraglichen Organismen in
irgendwelcher Beziehung zur Stoffbildung und Stoffwanderung im Knollchen
stehen: wenigstens sei eg ¢chwer denkbar. dal die Sprofizellen, die in so un-
geheuren Meneen die Zellen des zentralen Parenchyms erfullen. ohne Einfluf3
auf die genannten Prozesse sein sollten”. Den Grund zu dieser Annahme gibt
SCHINDLERs Feststellung, dall in der Zeit der Blite das . Maximum* der
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Knollchenproduktion liegt, und daB in der Zeit der Fruchtreife ,immer eine
Anzahl Knollchen eingeschrumpft oder vollstindig durch Faulnis ihrer Rinde
zerstort ist, selbst bei perennierenden Pflanzen. Bemerkenswert ist weiter in
SCHINDLERs Arbeit, die sich im iibrigen mit Versuchen, wie sie FRANK anstellte,
beschiftigt, daB auch er die ,SproBzellchen“ bei Lupinus fand, jedoch keine
Fiaden.

Wenn auch bisher keiner der Forscher den exakten Nachweis zu erbringen
vermochte, daB ,die Pilzhyphen“ oder die WORONINschen Korperchen die
Knollchenbildung veranlassen, so war doch bisher die herrschende Ansicht die,
daB die beobachteten Erscheinungen in irgendeinem genetischen Zusammenhang
mit der Knolichenbildung stehen miilten. Dieser Ansicht trat BRUNCHORST (12)
entgegen, dessen Standpunkt sich in mancher Hinsicht mit dem von DE VRIES (7)
eingenommenen deckt. Infolge der oft beobachteten Tatsache, daB die, wie
BRUNCHORST selbst zugibt, ,unzweifelhaften Pilzhyphen“ bei mehreren
Pflanzen, wie Lupinus, Phaseolus multiflorus u. a., fehlen, beziehungsweise
seltener beobachtet werden, wie bei Phaseolus vulgaris, kann BRUNCHORST nicht
die Uberzeugung gewinnen, daB diese Hyphen mit den Knéllchen in irgendeinem
ursidchlichen Zusammenhange stehen. Hervorzuheben ist hier allerdings, daB er
sich in seiner Auffassung lediglich auf seine mikroskopischen Befunde bezieht,
irgendwelche Versuche, die Infektion herbeizufiihren, dagegen nicht angestellt
hat. Er hdlt die Knélichen fiir normale Bildungen der Leguminosenwurzel, die
lediglich als Speicherung fiir EiwciBreservematerial dienen. Die ,,Bakteroiden®,
wie er die WORONINschen Kérperchen als erster bezeichnet, entstehen nach
ihm durch Differenzierung aus einem Teil des Zellplasmas, allerdings nur im
jugendlichen Stadium der Knéllchen. Zur Zeit der Reife wird das ganze innere
Gewebe, das Bakteroidengewebe, entleert, und er beobachtet, daB nur sehr
desorganisierte Uberbleibsel zuriickbleiben. Da er in dieser Entleerung — und
mit Recht — den normalen AbschluB der Knoélichenentwicklung sicht, so zieht
er den nicht gerade zwingenden Schluf, daB .die Bakteroiden Gebilde sind,
welche von der Pflanze selbst zu irgendeinem Zwecke erzeugt und nach Er-
filllung ihres Zweckes wieder resorbiert werden. DaB sich hieraus der Gedanke
ergibt, daB die Knéllchen als normale Organe der Pflanze, ohne irgendeine Ver-
anlassung durch fremde Organismen entstanden, anzusehen sind, liegt nahe.

FRANK (13) schloB sich vollstindig den Ansichten BRUNCHORSTs an, durch
die in seinem Institute angestellten Versuche BRUNCHORSTs sowie durch die
kurz darauf veroffentlichte Arbeit TSCHIRCHs iiberzeugt. Er sieht damit analog
Erlen- und Eldagnaceen-Knéllchen ebenfalls als ,,Protoplasmakirper der Baum-
wurzeln, welche als Organe fiir transitorische EiweiBaufspeicherung funktio-
nieren*, an. Damit hatte FRANK seinen friiheren Standpunkt (9) verlassen.

TSCHIRCH (14) unterscheidet zwei Arten von Kndéllchen. Den einen Typus
entwickelt er an den Lupinenknéllchen, den andern an Robinia. Die Unter-
schiede seien bereits in der Anlage entwickelt. Bei Lupinus stellen die Knollchen
»Anschwellungen des zentralen Wurzelbiindels” dar: diese Anschwellungen legen
sich mantelartig um die Wurzel oder hilden durch unregelmiBiges Wachstumn
ein Knéllchen, durch das die Wurzel hindurchgeht. Bei Robinia dagegen sitzen
die Knollchen seitlich an der Wurzel an und haben naturgemialB cin groBeres
Ausdehnungsvermégen. TSCHIRCH gibt alsdann eine eingehende Schilderung des
anatomischen Baues und findet die ersten Knollchenanlazen bereits kurz nach-
dem die ersten Blatter entwickelt sind. also zu einer Zeit des inlensivsten
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Wachstums der Pflanze, in der diese schwerlich Ubervorrite an EiweiB an-
legen konnte. TSCHIRCH =stellt chenfalls die vollstindige Entleerung zur Zeit
der Samenreife bei den einjihrigen Pflanzen und ihren Beginn bhei den idltesten
Bakteroidenzellen fest, bei den perennierenden Pflanzen dagegen nur teilweise
Entleerung. In der Tatzache der Entleerung sicht TSCHIRCH einen gewichtigen
Grund gegen die ..pilzliche Natur dieser Bildungen®, wihrend die variable Form
der Bakterviden gegen ihre Bakteriennatur spriiche. Den von fruheren Forschern
beohachteten  ,SproBzellchen oder ,,WORONINschen Korperchen®  gegeniiber
nimmt er BRUNCHORSTs Aunsicht an, daB diese durch Differenziation des Proto-
plasmas entstanden seien, ohne BRUNCHORSTs Vermutung, die Bakteroiden seien
moglicherweise organisierte Fermente, beipflichten zu konnen, gestiitzt durch
WIGANDs (15) .,Anamorphose des Protoplasmas*, die .bekanntlich durchaus
nicht als generatio acquivoca aufeefallt wird”, wie TSCHIRCH sich ausdruckt. FEr
glaubt auf Grund des Verhaltens gegen Anilinfarbstoffe und Reagenzien dicse
EiweiBkorper in die Gruppe der Pflanzenkaseine stellen zu kionnen und wendet
gegen HELLRIEGELs Kulturversuche von Leguminosen in sterilen Boden, die ich
unten zu besprechen haben werde, vor allem die Tatsache ein, da HELLRIEGELs
Annahme. die Bakteroiden seien Organismen, die daher auBer im Knolichen
auch im Boden vorkommen miBten. durch die negativen Ergebnisse einer von
ihin selbst versuchten Reinkultur auf Gelatineplatien vollkommen widerlegt sei.
Interessant sind die Feststellungen. die er von den viel beobachteten Fiden
macht. Durch Behandlung mit Jod erscheine eine hvaline Randpartie, die eine
..durch diec Reaklion kornig werdende zentrale Masse' besitze. Die Faden
sitzen scheibenformig verdickt auf den Membranen auf, meistens korrespon-
dierend mit den Fidden der anliegenden Zellen, Jedoch sei es ihm nicht ge-
lungen, in irgendeinem Falle das Hindurchgehen der Faden durch die Membran
zu beobachten. Die Tatsachen, daB die Fiden nicht iberall vorkommen und nur
in jugendlichem Stadium zu finden seien. spater bei gleichzeitigem Erscheinen
der Bakteroiden aufgelost wiirden, lieBen nur die Deutung als ein Vorlaufer-
stadium der Bakteroidenbildung zu.

Diesc Auffassung von den Knillchen als normalen Organen fiir die vor-
iibergehende Speicherung von Eiweifstoffen teilten BENECKE (17) sowie MATTI-
ROLO und BUSCALIONI (1%). Nach VAN TIEGHEM und DotLioT (19) liegt der
Ort der Entstehung im Perikammbium, und zwar entstehen die Knéllchen voll-
stindig analog den Seitenwurzeln. lm ubrigen finden sich in diesen Arbeiten
keine neuen Tatsachen.

Wie ich bereits oben erwithnte, waren von anderen Forschern abweichende
Theorien iiher die Knéllchenentstehung und ihr eigentliches Wesen entwickelt
worden. HELLRIEGEL (16G) hatte Lupinen in sterilisiertem Boden gezogen und
den cinen Teil dicser Pflanzen mit einem wiisserigen Bodenauszug versetzt, da
er von der Annahme ausging., daB Organismen die Knollehenbildung hervor-
riefen und daher auch im Boden vorkommen miifiten: den andern Teil hielt er
steril.  Die Tatsache. daB der eine mit dem Auszuge verzetzte Teil der Kulturen
cine gute Entwicklune und Knéllchenansatz zeigte, withrend der andere kim-
merte, auch keine  Knollehenbildung  zeigte, liel =ich nicht durch alle von
TSCHIRCH u. a. angefiihrten Momente mit der Reservespeicherung erklaren,
wenngleich auch andererseits fiir die Annahme der Beteilicung von Organismen
die letzten zwingenden Beweise noch nicht erbracht waren. Es erschienen in
der Folgezeit zablreiche Arbeiten, die durch eingehende mykologische Forschungen
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diese Annahme zu erhirten suchten. Es ist da zuerst WARD (20) zu nennen,
der die Entwicklung der von ERIKSSON zuerst beobachteten Faden bei Vicia faba
genau zu verfolgen suchte. Es war von vielen Forschern gefunden worden,
daB Leguminosen in Wasserkulturen keine rechte Knoélichenbildung zeigten, in
der Mehrzahl der Falle blieb diese sogar aus. Man erklirte sich diese Er-
scheinung teilweise mit der Veranderung, die die Wurzelgewebe in einer Wasser-
kultur erfahren mubBten, teilweise mit einer gewissen ,Indisposition zur Bildung
der Knollchen”. WARD zog nun Bohnen in Wasserkulturen, es gelang diese
Indisposition dadurch zu beheben, dal er Schnitte alter Knollchen an den
jungen Wurzeln hefestigte; es fanden sich an diesen Stellen Knollchen. Durch
verschiedene Versuchsreihen mit den Pflanzen, die er zum Teil erst in ge-
wohnlicher Gartenerde, einen anderen Teil in steriler Erde keimen liel und
dann beide in sterile Nahrsalzlosungen ibertrug, gelang ihm der Nachweis,
daB nur die in durch keinen Eingriff verdnderter Erde angelaufenen Pflanzen
Kndollchenbesatz zeigten, die Veranlassung zu dieser Knollchenanlage also in das
Jugendstadium der Bohne zu legen sei. Es traten an diesem Zeitpunkte it
diinnen Membranen verschene Hyphen auf, die durch die Wurzelhaare in die
Rinde eindrangen und sich dort verzweigten. WARD hielt die Faden fiir einen
Pilz. den Ustilagineen verwandt, der infolge seiner parasitischen Lebensweise
die Dauersporenbildung abgelegt hiitte und sich durch Sprossung in Form von
Sporulen, ,den WORONINschen Korperchen*, vermehre, die durch Fiulnis des
Knéllchens wieder in den Boden gelangten. Eine Schiadigung der Pflanze durch
den Pilz, wie sie BRUNCHORST beobachtet haben will, hat WARD nicht konsta-
tieren kinnen, er nimmt im Gegenteil an, daB hier eine Erscheinung der
Symbiose vorliege, wenngleich er diesen Gedanken auch nicht nidher begriindete.

Dieselbe Annahme spricht VUILLEMENT (21) aus. Das Eindringen der
Fédden hat er nicht beobachten kiénnen, dagegen sieht er aus Kugeligen Blasen
der Hyphen Dauersporen (,.chronispores') sich entwickeln, wiihrend gleichzeitig
Sporangien gebildet werden. Aus diesen sollen dann zahlreiche Zoosporen aus-
treten, die eine Cilie hesitzen, sich spédter wieder abrunden und zu Sporen
werden. Er beschreibt den Pilz als Chytridiacce und gibt ihm ‘den Namen
Cladochytrium leguminosarum, da er mit Chlorzinkjod eine sich blduende
Membran an den Faden gefunden hitte. Die Bakteroiden halt er dagegen fiir
Plasmadifferenziationen. Den Entstehungsort der Knollchen verlegt er ins
Perikambium und spricht sie als metamorphosierte Seitenwurzeln an.

Die in demselben Jahre erschienene Arbeit LUNDSTROEMs (22) vertritt
ehenfalls den Gedanken der Symbiose, spricht sich aber nicht dariiber aus. ob
nun die Pilze oder die Bakteroiden zu den Kndllchen in ursidchlichem Zu-
sammenhange stehen.

Das von den Gegnern der Symbiose hauptsachlich angefiithrte Moment, dall
es bisher niemandem gelungen sei, die fraglichen Organismen irgendwie frei zu
kultivieren, und damit einer der schwerwiegendsten Gegengriinde, wurde durch
BEYERINCKs (23) Arbeit beseitigct. Durch geeignete Entnahme an jungen Teilen
des Bakteroidengewehes gelang es, Bakterien auf Gelatineplatten in  Strich-
kulturen zu ziehen. Durch eine vorgenommene kiinstliche Infektion (24) wurden
die letzten Bedenken bescitigt. Somit war klar der Beweis erbracht, daB die
Knolichen durch Infektion von Bacterium radiciola DBeyerinek entstchen.  Anf
eine niahere Besprechung der bakteriologischen Seite des Problems in dieser und
in folgenden Arbeiten muf ich, als auller dem Rahmen meiner Arbeit liegend.

4*
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verzichten. Die Knolichen sind nach BEYERINCK metamorphosierte Wurzel-
organe. Das Eindringen der Bakterien geschieht durch die ,,Spalten in der
primédren Rinde, welche bei der Seitenwurzelbildung entstehen‘, und zwar sieht
BEYERINCK als wahrscheinlich an, daB die Papilionaccenwurzeln gewisse Stoffe
in den Boden ergieflen, die die Bakterien anlocken. Von hier aus werden die
»hdchsten rhizogenen Zellen infiziert“ (S. 156). ,,Eben wie die Initialen fiir die
primidre Scitenwurzelbildung, selbst bei der namlichen Pflanze, verschieden sein
konnen, so sei es fiir die Kndéllchen: Je naher der Spitze der Tragwurzel, desto
mehr sind die Rindenzellschichten auBerhalb des Perikambiumns beféhigt, sich an
der Neubildung zu beteiligen; fern vom Vegetationspunkte fungiert nur das
Perikambium allein.“ ,Die Bakteroiden (BEYERINCK iibernimmt diese Bezeich-
nung von BRUNCHORST) sind geformte EiweiBkérperchen, welche die Pflanze
zum Zwecke einer lokalen EiweiBanhdufung aus Bacterium radicicola ziichtet.*
Er sagt weiter, dall diese Bakteroiden also Organe des pflanzlichen Protoplasmas
wiren, die aus eingewanderten Bakterien entstanden sind, nidher spricht er sich
leider nicht iiber die Umwandlung aus, er konstatiert dagegen mehrere Male,
daB diese Bakteroiden die Fihigkeit, sich zu vermehren, verloren hitten. Die
normale Entwicklung sei die, daB die Pflanze vollkommen die Bakteroidenzellen
aufloste, jedoch beobachtet er Fille, in denen die Bakterien iiberwuchern; hierbei
findet er neben vermehrungsfihig und unverindert gebliebenen Bakterien
»Blédschenbakteroiden. Einzigartig ist seine Stellung zu den Schleimfiaden, die
im allgemeinen nur im Knoéllchenmeristem und in jungen XKnéllchen vor-
kommen, bei Lupinus, Phaseolus u. a. aber fehlen. Auf Grund ihres Fiarbungs-
vermogens bestehen sie ,,aus Chromatinsubstanzen, zum geringen Teile aus nicht
firbbarem Kern- und Cytoplasma; selten ist daran eine Zellulosewand bemerk-
bar“. Diese Fiden seien Uberbleibsel der ,Kerntonnen“, die nach beendigter
Zellteilung nicht vollstindig zu dem Cytoplasma und dem Kerne zuriickwandern.
Die Infektion von Zelle zu Zelle sei ermoglicht durch die geringe GriBe der
Bakterienschwiarmer (0,9 # Linge bei 0,18 # Dicke bei Vicia faba), so daB diese
Schwirmer ,Licher (an anderer Stelle sagt er, daB er an die HEITZMANNschen
Locher denke), nicht geraumiger als NEWTONs erster Farbenring (ca. 0,16 #),
passieren konnen®. .Diese Beobachtung scheint mir dio Notwendigkeit der An-
nahme, daB Bacl. radicicola in die geschlossenen Perikambiumzellen der Papi-
lionaceenwurzeln einzudringen vermag, ohne irgendeine Liasion zu verursachen
oder vorzufinden, sehr zu erleichtern.

Seit SCHINDLER (11) war, obwohl von vielen sehr bekampft, immer wieder
die Vermutung ausgesprochen worden, daB bei den Leguminosen eine Form von
Symbiose vorliege. Diese Annahme basierte lediglich auf der Tatsache, daB die
Pflanze besondere Gewebe fiir den Eindringling anlege, daB eine bedeutende An-
wesenheit von Kohlehydraten und noch mehr von Eiweil in den Knollchen konstatiert
wiire, und daB im groBen und ganzen die Entlecrung entweder periodisch oder
zu einer bestimmten Zeit erfolge. HELLRIEGEL (25) hatte bei angestellten Ver-
suchen gefunden, daB knéllchentragende Erbsen, in reinem Sande mit nur
Spuren von Stickstoff, dagegen mit geniigendem andern anorganischen Nahr-
material gezogen, cine durchaus normale Entwicklung zeigten, withrend knéllchen-
freie Pflanzen unter densclben Bedingungen kiimmerten; wurden die knéllchen-
freien Pflanzen mit otwas natiirlichem Erdboden geimpft, so entwickelten sich die
Pflanzen nach einer typischen Hungerperiode unter Bildung von Knéllchen
normal weiter. Diese und ihnliche Beobachtungen veranlalten ihn, die Hypothese
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aufzustellen, daB der im Boden lebende Pilz die Verwertung des atmosphérischen
Stickstoffes ermogliche. HELLRIEGEL setzte seine Versuche fort (26) und kam,
zusammen mit WILFARTH (27), auf Grund vielscitiger Kulturergebnisse zu dem
SchluB, daB die Leguminosen ihren Stickstoffbedarf nicht allein aus dem Boden,
sondern auch zu einem erheblichen Teile aus der Atmosphire entnehmen. Diese
Fahigkeit kdme jedoch nicht ihnen zu, sondern sei auf Vermittlung der durch
gewisse Bodenorganismen entstandenen Wurzelknollchen zuriickzufiihren. Die
Aufnabme dieser SchluBfolgerungen war geteilt. Bereits TSCHIRCH (14) hatte
sich gegen HELLRIFEGEL gewandt, desgleichen konnte FRANK in zahlreichen Ver-
offentlichungen (28, 29 u. a.) sich nicht damit einverstanden erkliren. FRANK
fiihrt die seiner Ansicht nach noch nicht bewiesene Gegenwart von Mikro-
organismen in den Knollchen an (29), ferner eigene Versuche (28), die ergeben
sollten, daB sich durch die Sterilisation des Bodens die Knallchenbildung nicht
bei simtlichen Leguminosen unterdriicken lasse.

FRANK wandte ferner ein, daf die Fahigkeit der Assimilation von atmo-
spharischem Stickstoff auch andere griine Pflanzen (30), vor allem in spaterer
Lebensperiode, mit kriftigeren Assimilationsorganen (28) besitzen, diese Funktion
sei an das Plasma der Chlorophyli-tragenden Pflanzen gebunden. Auch bestdnde
durch die Infektion mittels eines wisserigen Bodenauszuges — ,selbst bei An-
nahme einer von auflen erfolgenden Infektion* — die Maoglichkeit, daB ,,neben
den Infektionsorganismen eine Menge anderer Organismen in den Boden“ hin-
eingelange, die ,,durch fermentative Prozesse“ den durch die Sterilisation ge-
schidigten Boden fiir die Leguminosen wieder instand setzen konnten, so daf
die Pflanze sich selbst durch ihre Assimilation aus der Hungerperiode heraus
giinstig entwickeln konne (29). Gegen HELLRIEGEL wandte sich auch DELPINO
(31), allerdings hat dieser nur einen Versuch mit Galega officinalis angestellt,
8o daB dieser Arbeit schon infolge einer sehr mangelhaften Versuchsanstellung
kein groBes Gewicht beizulegen ist.

BEYERINCK hatte durch Untersuchung seiner Knoéllchenbakterienkulturen
(23) anfinglich nicht nachweisen konnen, daB sein Bacillus radicicola freien
Stickstoff bhinde, es gelang ihm nur der Nachweis, daB die Kulturen mit Kohle-
hydraten und Asparagin sehr lippig wachsen, also Asparagin zu Eiwei um-
zuwandeln vermogen. Spiter (24) bestitigte er, wohl durch BERTHELOTs (32)
Versuchsergebnisse, daB durch Bodenmikroben eine Stickstoffanreicherung im
Boden, wenn auch in sehr langsamer Bildung, stattfinde, bestimmt HELLRIEGELS
Ergebnisse. Der erste, der tatsichlich HELLRIEGELs Methodik und Versuchs-
ergebnisse eingehend nachpriifte, war PRAZMOWSKI (33). Im physiologischen
Teile seiner Arbeit kommt PRAZMOWSKI zu dem SchluB, daB ,die Wurzel-
knolichen fiir die Leguminosen sehr niitzliche Organe sind, demnach in die
Reihe der symbiontischen Bildungen gehioren*. Diese Symbiose kennzeichnet sich
dadurch, daB die Bakterien sich durch die von der Pflanze herangeschaffte
Nahrung sehr stark vermehren und ,dann sowohl in der Vegetationsperiode
der Pflanze (falls die Knollchen durch Insekten und dergleichen beschidigt
werden), als namentlich nach deren Tode in vermechrter Anzahl in den Bodea
wieder gelangen — analog der . Bakterieniiberwucherung” BEYERINCKs —
wihrend andererseits die Pflanzen unter dem EinfluB der Bakterien die Be-
fahigung erlangen, den atmosphiirischen Stickstoff zur Ernihrung zu verwenden.
Die Resorption der Bakterienkorper stelle dasjenige Mittel dar. durch welches
die Pflanzen mit dem atmosphirischen Stickstoff ernihrt wiirden.  Hinsichtlich
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der Aufnabme des Stickstoffs durch die Bakterien sagt PRAZMOWSKI. daB ,.die
zur Zeit erlangten Resultate im allgemeinen in dem Sinne ausgefallen seien,
.dalB bei Mangel anderer, giinstigerer Stickstoffnahrung die Knéllchenbakterien
den elementaren Stickstotf der Atmosphire als Nahrung aufzunehmen vermogen®,

PRAZMOWSKI hatte im ersten Teile sciner Arbeit die Resultate BEYERINCKS
durch Plattenkulturversuche mit Knollchenausstrichen nachgepriift und war zu
denselben Ergebnissen wie dieser gekommen. Er stellt im weiteren fest, ,.dul
die Kndéllchenbakterien unter dem Einflusse der Pflanze eine Reihe von suk-
zessiven Verdnderungen erleiden. welche mit einem Wechsel der Gestalt und
Abschwichung der Vegelationskraft beginnen und mit einer vollstindigen
Degeneration und Umwandlung der Bakterienkérper in  besondere Eiweifi-
substanzen abschlielen. Die Infektion beobachtet er bereits in den ersten Tagen
nach Entwicklung der Keimblitter. Er fand Kliimpchen von Bakterien den
Wurzelhaaren vorgelagert und zum Teil bereits in die Epidermiszellen ein-
gedrungen.  Es entwickelte sich in den Wurzelhaaren ein glinzender Faden,
der mit Spitzenwachstum das sich krimmende Haar bis zur Innenwand durch-
wachse, dort sich verbreitere und der Membran anlege, diese durchbohre, sich
ein wenig zwischen beiden Zellmembranen erweitere, die Zellwand der Nach-
barzellen durchwachse und in verhdltnismiBig gerader Richtung iiber den Zell-
kern hin zur niichsten Zellwand sich erstrecke., Die durchwachsenen &uBeren
Rindenzellen dndern sich in ihrem Zustande nicht, erst die inneren fiillen sich
mit Plasma, und es setzt eine sehr lebhafte Teilung e¢in. Diese ,vier oder fiinf
innersten Rindenschichten, welche sich in dieser Weise vermehrt haben, bilden
die Grundlage des im Entstehen begriffenen Knollchens, Die Bakterienschiduche
erweitern sich in diesen Meristemzellen, platzen schlieBlich und entlassen die
in ihnen enthaltenen Bakterien in das Zellplasma. Dem Orte der Entstehung,
dem Fehlen von Wurzelhaaren, der Ausbildung einer cizenen Korkhiille und
der eigentiimlichen Anordnung der Fibrovasalbiindel nach hilt PRAZMOWSKI
die Wurzelknillchen fiir ,cigene Organe der Wurzel, die unter dem Einflul
bestimmter Bakterien hervorgebracht werden und deren Struktur den  be-
sonderen Zwecken ihrer Entstehung angepalit ist. BEYERINCKs Auffassung,
daB die Bakterien unsichtbare Poren durchdringen. vermag er sich nicht an-
zuschlieBen.  Denn wenn es auch BEYERINCK nicht gelungen wire, die Auf-
losungsfahigkeit von Zellulose durch Knollchenbakterienkulturen nachzuweisen.
5o hiitte man es hicer in jugendlichen Stadien (und nur solche wiirden infiziert)
doch noch nicht mit ..chemisch metamorphosierten und namentlich verkorkten
Membranen zu tun. Er ist auf Grund seiner mikroskopischen Befunde der
Ansicht., daB die Bakterien zu ihrem Schutze vor dem .schidigenden EinfluB
des Plasmas* selbst die Schliuche erzeugen. Durch das starke Zellwachstum
wiirden sie dann spiter gedehnt und platzen schlieflich.  PRAZMOWSKI hat
zwar die Eigentiimlichkeit der Bakterien, Fiden zu bilden, in seinen Kulturen
beobachtet. auch gesehen. daB die Fiden anderen Charakter und andere Konsi-
stenz hesitzen als die in der Pflanze vorkommenden. ist aber trotzdem der An-
sicht. daB diese Anderung durch die ginzlich anderen Bedingungen in der
Pflanze verursacht sein konnen,

Die Beschreibung der Entleerung weist keine neuen Beobachtungen oder
Ansichten auf. auBer dall die nicht geplatzten . Hyphen® die Entlcerung der
Kndllchen iiberdaucin, zu wachsen beginnen und die Zellen fiillen.  Der Zeit-
punkt der Entleerune hinee ganz von den niheren  Bedingungen ab, unter
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denen die Pflanzen wachsen und sich erndahren; in fruchtbarem Gartenboden
zeigen die Knollchen erst zur Zeit der Bliite an ihrer Basis Entleerungs-
erscheinungen, wihrend auf sehr stickstoffarmen Sandboden die Entleerung be-
reits einsetze, wenn die Knollchen eine gewisse GroBe erreicht haben. Die
Pflanze greife demnach ihre EiweiBvorridte in den Bakteroiden ,nicht nur zur
Samenreife, als der Zeit groBten EiweiBbedarfes, sondern bereits zu ihrem
Wachstum an, so daB diese friihzeitig entleerten Kndllchen ,meistenteils in
der Entwicklung sehr zuriickbleiben®.

In demselben Jahre erschien nach einer vorher ergangenen vorlaufigen
Mitteilung (34) eine groBere Arbeit FRANKs (35), in der er in den meisten
Punkten seine friitheren Ansichten andert.

Er bestitigt BEYERINCKs ,,Bacillus radicicola*“ als den Urheber der Papi-
lionaceenknollchen, nennt ihn aber Rhizobium Leguminosarum, an welchem
Namen er trotz wiederholten Hinweises anderer Forscher, so u. a. von MOLLER
(36). festhdlt. Er stellt zwei Formen der Infektion fest, die Einwandung mittels
Infektionsfaden und die Einwanderung ohne Infektionsfaden. Bei der erst-
genannten Form betrachtet FRANK den in den Wurzelhaaren und &uBeren
Rindenschichten auftretenden Faden als das Primidre, die einsetzende Ver-
mehrung der inneren Rindenschichten, die eigentliche Knélichenbildung, als das
Sekunddre. War bisher eine Art Spitzenwachstum der Fiden behauptet worden,
so glaubt FRANK dies ganz und gar nicht beobachtet zu haben. Ich méchte
seine eigenen Worte hier anfiihren: ,Seine Endigung zeigte nun aber nicht die
Erscheinung einer wachsenden Pilzfadenspitze: anstatt mit scharf abgegrenzter
Kuppe zu endigen, schien er sich an dieser Stelle vielmehr durch allméhliche
Ansammlung von Plasma des Wurzelhaares zu konstituieren. Er verlor sich
hier allmdhlich in dem Plasma der Zellc, welches daselbst augenscheinlich
reichlicher in einer die Richtung des Fadens fortselzenden Partie sich sammelte,
jedoch dabei noch die schwach lichtbrechende gewdhnliche Beschaffenheit des
Wurzelplasmas besaB.“ ,Ich sehe in ihm ein Gebilde der Pflanze, einen aus
dem Zellprotoplasma aufgebauten Leiter, durch welchen die Pflanze selbst den
Symbiosemikroorganismus, den wir in den kleinen Kokken vor uns haben, nach
denjenigen Zellen fiihrt, wo seine Entwicklung stattfinden soll.“ Den proto-
plasmatischen Ursprung weist er durch das Verhalten dieser Infektionsfiden
gegeniiber Reagenzien nach. ,Mit dieser Erklirung (des protoplasmatischen
Ursprungs) fillt auch sogleich eine Schwierigkeit hinweg, die sich bisher der
Deutung des Pilzes entgegenstellte, und die darin lag, daB der Infektionsfaden
bei gewissen Leguminosen, wie Lupinus und Phaseolus, regelmaBig fehlt. Ist
er ein Organ der Pflanze, s0o kann und muB er fehlen, wo er nicht gebraucht
wird, und letzteres ist dort auch wirklich der Fall, weil das Protoplasma seine
Infektion schon in den iuBersten Partien der Wurzeln direkt empfiingt“. Die
Infektion ohne Fiiden erfolgt nach FRANKs Beobachtung bei der Lupine ,,nicht
wie bei der Erbse in den tieferen Schichten der Wurzel. sondern unmittelbar
unter der Epidermis®. Bisweilen wachsen die Bakterien aufnchmenden Zellen
weit nach auBen gegen die Infektionsstelle hin und schichen die iber ihnen
liecenden Epidermiszellen zur Seite, so daB die Bakterien direkt einwandern
konnen. Ebenso wie die Pilzfiden sind nach FRANK auch die Bakteroiden
protoplasmatischen Ursprungs. Die eingedrungenen Bakterien vermischen sich
innig mit dem reicher Plasma und stellen das ,,Mycoplasma* dar: die Pflanze
bildet nun um die Mikroben heruin die Bakteroiden aus EiweciBstoffen, die in
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Form von Asparagin dem Knoéllchen zugefithrt wiirden (es war ihm gelungen,
im Bakteroidengewebe selbst sowie in dén Zuleitungsgeweben Asparaginkristalle
durch Einwirkung von absolutem Alkohol zu erhalten). Bei der Entleerung
wiirden aber nur die eigenen Eiweilstoffe verwertet, wihrend die in ihnen ein-
geschlossenen Mikroben ,,unberiihrt* die Pflanze wieder verlieBen. Diese Auf-
fassung steht der BEYERINCKs, daBl die Bakteroiden ,,geformte Eiweilkorperchen
seien“, ,die die Pflanze aus Bacillus radicicola ziichtet, sowie der
PRAZMOWSKIs, daB die Pflanze sich nach und nach der Bakterien bemichtige
und sich ihre Korpersubstanz zunutze mache, diametral entgegen. Ebenso wire,
nach FRANK, der Nutzen der Symbiose demnach ein ganz verschiedener fiir die
Pflanze. Diese wiirde durch den Reiz des anwesenden Mikrobes in ihren ge-
samten LebensiduBerungen, wie Ausbildung der assimilierenden Organe, Assi-
milation, Stoffwechsel usw. sehr stark gekrdaftligt, damit setze eine vermehrte
Aufnahme des atmosphirischen Stickstoffes durch die oberen Organe und dem-
entsprechend ein hoherer Eiweiligewinn ein, so daB auf Grund dieses Anreizes
die Pflanze befahigt sei, auf stickstoffarmen oder -freien Boden kriftig zu ge-
deihen. FRANK erwahnt als Analogon hierzu u. a. die Witkung von Peronospora
auf Cruciferenbliiten sowie die der Gallen, hélt sogar die Betrachtung der Knoll-
chen als Galle auf Grund ihrer physiologischen Wirkung fiir berechtigt. Bei
manchen Leguminosen, die auf Grund der Bodenverhiltnisse auf keinen Anreiz
angewiesen wiiren, sowie bei Phaseolus, bei der er eine Forderung der Ent-
wicklung, ,,welche andere Papilionacecen der Symbiose verdanken“, nicht habe
beobachten koénnen, trete der Pilz nur als gewiéhnlicher Schmarotzer auf. Die
Bakteroiden hat FRANK auller in den Knollchen in fast jedem Organ der Pflanze,
wie Stempel, Blitter, ja sogar in einem Falle in den Kotyledonen des jungen,
noch in Entwicklung begriffenen Embryos von Phaseolus gefunden, jedoch keine
Bakterien, es sei aber anzunehmen, daB die Pflanzo eine Totalinfektion erfahre.
Hinsichtlich der bisher fiir jede Pflanze angenommencen eigenen Bakterienarten
glaubt FRANK annehmen zu konnen, daB es sich nur um eine einzige Spezies
handele, die mit jeder Leguminose in Symbiose treten kinne; es sei aber nicht
ausgeschlossen, ,.daBl durch fortdauernde Wiederholung des Anbaues ein und
dersclben Leguminosenart auf einem Acker ecine Rasse des Rhizobium geziichtet
wird., welche mit dieser Spezies leichter die Symbiose ecingeht und groBere
Wirkung ausiibt. als sie einer anderen Leguminosenspezies gegeniiber anfanglich
wenigstens vermag‘.

FRANKs Deutung des protoplasmatischen Ursprungs der Fiaden sowie der
Bakteroiden konnten sich weder PRAZMOWSKI (33) (Nachirag) noch BEYERINCK
(37) anschlieBen, auch stellt letzterer fest, dafi von einer Durchdringung der
Pflanze mit den Buakterien nach seinen letzten Nachforschungen nicht die Rede
sein konne, wihrend BREAL (38) mit Kulturen von Phascolus das nach FRANK
bei dieser Pflanze lediglich parasitire Verhalten der Bakterien widerlegt, mit
anderen Versuchen wiederum die Ergebnisse PRAZMOWSKIs bestitigt.  Ebenso
konnte FRANK mit der bereits ofter behaupteten (siche oben) Assimilation des
atmosphérischen Stickstoffs durch die Pflanze. die er auf Grund der Differenz
zwizchen Boden + Ernte und Boden — Samen fiir erwiesen hielt, nicht durch-
dringen, MOLLER (36) schloB sich zwar FRANKs Ansicht an, begriindete dies
aber nicht ausfithrlicher. Man hielt die von FRANK bisher gefihrien Beweise
den in der FEinleitung erwiihnten klassischen Versuchen von DE SAUSSURE,
BOUSSINGAULT u. a. gegeniiber teils fur nicht austeichend genug (PRAZMOWSKI,
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33, Nachtrag), teils wandte sich WAGENER (39), PFEIFFER und FRANKE (40) sowie
AEBY (41) und NOBBE und HILTNER (42) gegen seine neueren Versuchsergeb-
nisse (43) und gaben Arbeiten heraus, die FRANKs Behauptung nicht nur nicht
bestatigten, sondern, wie NOBBE und HILTNER (42), auf BERTHELOTs (44) und
WINOGRADSKIS Arbeiten hinwiesen, nach denen die Stickstoffbildung auBer den
Knollchenbakterien im Boden selbst durch Mikroben erfolge. Der Stickstoff-
gewinn wurde ebenfalls durch die Arbeiten von SCHLOSSING und LAURENT (51),
LAURENT (52), ferner PETERMANN (53) festgestellt, sowie durch die praktischen
Feldversuche von PROVE (54), SALFELDT (55) u. a. KOSSOWITSCH (56) gelang
es durch Erbsenkulturen in Wasserstoff-, Sauerstoff- und Kohlensiureatmosphire
sowie durch Kulturen, deren ober- und unterirdische Teile getrennt
mit stickstofffreiem Gasgemisch umgeben waren, die Stickstoffaufnahme
durch die Wurzeln nachzuweisen. So zeigte z. B. eine 14 Tage mit
ihren Wurzeln im freien Gasgemisch befindliche Pflanze typische Hunger-
erscheinungen, Gelbwerden der &lteren, dann der jiingeren Organe usw.,
ergriinte aber kréftig und erholte sich beim Durchleiten gewéhnlicher Luft durch
die Erde. In der Frage des Ursprungs der Fiden und der Bakteroiden nahmen
NOBBE, SCHMID, HILTNER und HOTTER (45) eine vermittelnde Stellung ein.
Es wurden Erbsen mit Lupinenknsllchenbakterien geimpft — bei der Lupine
war bekanntlich keine Fadenbildung bisher beobachtet worden —; es zeigten sich
Faden, auch wurden bei Robinia 2—3 dicht nebeneinanderliegende Bakterien-
reihen gefunden, die der Umhiillung entbehrten. Die Fadenmasse bilde sich also
erst durch die vordringenden Bakterien, zwar aus dem Plasma des Wurzel-
haares, aber erst auf Anregung der Bakterien, Fadenanlagen ohne Bakterien
béatten sich nie gefunden. Daraus schlossen die Verfasser, daB die Faden zwar
plasmatischen Ursprunges seien, jedoch von einem Fangapparat im Sinne
FRANKs nicht gesprochen werden konne. Ebenso konne, wie sie in einer weiterci
Arbeit (46) darlegten, von einer planméBigen Verteilung der Knoéllchen nicht die
Rede sein, die Knéllchen siBen unregelmiBig an der Wurzel verteilt, auch trete
die Infektion stets nur, ohne Riicksicht auf das Alter der Pflanze, an jungen,
noch mit Wurzelhaaren versehenen Wurzeln auf. Dagegen hatten sie, wie bereits
friihere Forscher, bakteroidendhnliche Gebilde in derselben GroBe auch auBer-
halb der Pflanze in Kulturen gefunden. Die Bakteroiden seien demnach aus
den Bakterien hervorgegangen, stellten aber nicht ein einzelnes Bakterien-
individuum, sondern einen kleinen zoogloaartigen Verband dar. Nach ihren Er-
fahrungen wire der EiweiBgewinn der Pflanze aus den Bakteroiden sehr gering,
die Wirksamkeit der Knollchen fiir die Pflanze zeige sich schon lange vor der
Auflosung, daher sei ,.in der Hauptsache nicht durch die Resorption der Bak-
terien, sondern vielmehr durch deren Stoffwechselprodukte die Forderung der
Leguminosen veranlaBt“.

Im folgenden Jahre (1892) gibt FRANK (47) zu, daB die Bakteroiden durch
Degeneration aus den Bakterien entstanden seien. macht aber auf einen
Dimorphismus der Wurzelknollichen der FErbse aufmerksam, demzufolge eine
klcinere Art von Knollchen Bakteroiden aus Amrylodextrin enthalten soll, die
ebenfalls von der Pflanze resorbiert werden, jedoch in den meisten Fillen ..schon
frithzeitig mancherlai Tieren des Erdbodens zum Opfer fielen, wihrend die Ei-
weiBknollchen entleert wurden; ,man konnte demnach versucht scin, solche
Knollchen als Koder fiir schadliche Tiere zu betrachten, welche dadurch von
anderen Tecilen der Wurzeln abgeleitet werden.  Diesen Dimorphismus wies
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MOLLER (36 u. 4%}) als unzutreffend zuriick. das ., Amylodextrin® sei eine
cholesterinartige Substanz, entstanden zu denken als eine Art fettiger De-
generation des EiweiBes der eingcewanderten, dann durch die Hypertrophie in
die Evolutionsform der Bakteroiden uberfithrlen, abgestorbencn Baklerien. An
derselben Stelle (36) dullert sich MOLLER iiber die Infektionsfaden. KOCH (49)
hatte durch Reaktionen den Nachweis, der, wie KOCH mitteilt, auch PRAZMOWSKI1
personlich tiberzeugte, erbringen konnen., daB die Membranwinde der Faden
unzweifelhafte Zellulosenatur haben, ohne sich -jedoch iiber die Herkunft der
Fiden auszusprechen. MOILER nimmt nun den Standpunkt ein, daB die
Fiden ,.reichverzweigte Arme ciner cindringenden Bakterien-Zoogloa® seien, die
,als Fremdkorper infolge des geiullerten Reizes von dem Protoplasma der
Pflanzenzellen durch eine Cellulosemembran eingeschlossen werden”. Da die
Bakterien junge, chemisch unverinderte Zellulose zu durchdringen und zu l6sen
vermogen, so wiirden die Bakterien durch allmihliches Auflosen dieser Mem-
bran frei und konnten ins Zellplasma gelangen: daher wiiren in den alteren
Knoéllchen diese ,Schliuche' auch nicht mehr zu beobachten. Es wire also
die Pflanze, die diese Membran bilde, was durch NOBBE, SCHMID, HILTNFR
und HOTTERs ohen erwahnten Versuch der Infektion von Erbsenwurzeln
durch Lupinenknollchenbakterien bestitigt wiirde. BEYERINCK (50) weist dem-
gegeniiber an dem Schleim von Vicia lalhyroides-Kulturen ebenfalls die Zellulose-
reaktion nach. der Schleim sei als Hautschicht aufzufassen. da. wie es ldngst
bekannt sei, der Schleim der Schleimbakterien iiberhaupt nur als stark ge-
quollene Zellwand aufzufassen s~ei.  Es sei ihm gelungen. durch Schicben und
Driicken des Deckglases alle mdaglichen Gestalten der Fiden, wie sie in der
Pflanze beobachtet worden seien, kiinstlich herzustellen: der Schleim wiirde beim
Anhaften an der Zellwand durch das Wachstum schr stark gedehnt, auch durch
die Zellteilung geteilt. wodurch es zu erkliren sei, daB die Faden so aulerordent-
lich oft auf die Kerne gerichtet seien. Die . Kerntonnen BEYERINCKs sind dem-
nach als erledigt zu betrachten.

Hatte man bisher bei den Wurzelknollchen eine gewohnliche Korkhaut ge-
funden, die nicht nur den osmotischen Austausch von Fliissigkeiten, sondern auch
den Gaswechsel unterbinden sollte, so gelang cs jetzt FRANK (37). ein System
von durch die Korkhaut und das Rindengewebe kontinuierlich hindurchgehenden
Tnterzellulargingen nachzuweisen. Die Interzellularen beginnen an der freien
Oberfliche und ,dringen in radialer Richtung sowie auch seitlich zwischen die
Zellen ein®.  Das Bakteroidengewebe, mit Ausnahme des Meristems, ist ebenfalls
mit Luftgitngen durchzogen. jedoch das kambiale Gewebe, das die Rinde vom
Bakteroidengewebe trennt. nur an sehr seltenen Stellen, so dall .eine regelmiBige
Luftkommunikation zwischen innen und aufien, infolge der im Kambialgewehe
sehr seltenen Luftgiinge nicht bedingt werden konne®. Gemi seiner Anschauung
von der Svmbiose nimmt FRANK denn auch an. daB es hier ,wohl weniger
auf eine dirckte Einsaucung der zu assimilierenden stickstoffhaltigen Luft abge-
sehen sei, als vielmehr eine Erleichterung der Entbindung von Gasen. Die
von ihm versuchten cudiometrischen Bestimmungen der eingeschlossenen Luft
sowohl auf ihre Zusamensetzing wie Menze hin ergaben aber Anhaltspunkte
fir den normalen Prozel: es livi sich Sauerstoff und Kohlensaure nachweisen,
durch Einfihrung von Pyrogallussiure auch das spiitere Verhiltnis von Stick-
stoff zu Sauerstoff, die beide eine Zunahme durch die Atmune erfahren haben
sollen, bestimmen. aber es traten bald auch ,gewisse gasformige stickstoffhaltige
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Verbindungen, die offenbar Zersetzungsprodukte sind“. auf, da FRANK nur
mit abgeschnittenen Kndllchen arbeiten konnte.

In der Frage der Arteinheit der Kndillchen, die FRANK bereits angedeutet
hatte (35), war es bereits LAURENT (52) gegliickt, an Zwergerbsen mit Kulturen
von dreiBig verschiedenen Leguminosenknollichenbakterien Knollchen zu erzeugen.
NoBBE, HILTNER und SCHMID (58) unternahmen es nunmebr, die Wirkungs-
kraft der Knollchenbakterien der verschiedenen Gruppen und Gattungen der
Leguminosen zu untersuchen. Sie konnten nur gradweise, keine absoluten Unter-
schiede finden: ,Die verschiedenen Knollchen entstammenden Reinkulturen re-
prasentieren nicht verschiedene Arten, sondern nur Formen. Alle, selbst die
der Mimosaceen, gehoren einer und derselben Art, nimlich Bacillus radicicola
Beyerinck, an.” GONNERMANN dagegen glaubte auf Grund seines Kulturenwachs-
tums mehrere Arten feststellen zu miissen. Er hat jedoch keine wirklich
spezifischen Unterschiede angeben konnen, se daB ich von einer nidheren Be-
sprechung seiner Arbeit absehen kann.

Hatte FRANK (35) nur angegeben, daB er in allen oberirdischen Teilen der
knollchentragenden Papilionaceen Bakteroiden gefunden hitte, also eine Gesamt-
infektion angenommen, auch den Gedanken einer herediliren lnfektion durch
den Befund von Bakteroiden in dem embryonalen Gewebe bei Phaseolus vulgaris
ausgesprochen, so glaubte GONNERMANN ebenfalls, in unentwickeltem Samen, in
Blittern und Stempeln, im Embryo, iiberhaupt in der Nihe von Saftbahnen
gabelformige, allerdings nicht vermehrungsfihige Bakteroiden gefunden zu haben,
wihrend andere Forscher, wie FERNBACH (60), LAURENT (61) und RUSSEL (62),
feststeliten, daB in gesunder und normalen Pflanzengewcben Bakterien nicht
vorkdmen. Die Aufklirung dieser einander widersprechenden Befunde iiber-
nahm ZINSSER (63). Er untersuchte die Samen, die oberirdischen Pflanzen-
teile und die inneren Partien der knillchenfreien und -tragenden Wurzeln der
verschiedensten Leguminosen und erbrachte den Nachweis, daB diese Pflanzen-
teile durchaus frei von Bakterien sind. Er wies ferner nach, daB die Bakterien
aus den Knollchen nicht in andere Teile weiter zu wandern vermogen, ja, dal
sogar kiinstlich in das Gewebe der betreffenden Leguminosen eingefithrte Knoll-
chenbakterien sich ohne die zur Knéllchenbildung erforderlichen Einrichtungen
und Bedingungen nicht dauernd lebend erhalten kénnen. Fir junge Gewebe
sei nun ein ungiinstiger EinfluB der Pflanzen auf die Bakterien anzunehmen,
fiir dltere Pflanzenteile lieBe sich nicht mit Bestimmtheit diese Aktivitit fest-
stellen, da das Knollchenrhizom ja auch bei Fehlen der Existenzbedingungen
ohne diesen EinfluB zugrunde gehen konne. ZINSSER gelang es ebenfalls, durch
Versuche mit 42 Arten das ven verschiedenen Forschern, wie GONNERMANN (59)
bei Raphanus Raphanistrum und NOBBE (46), behauptete Vorkommen von
Knollchenbakterien in anderen Pflanzen zu widerlegen. Durch ZINSSERs Arbeit
ist also die Frage der Gesamtinfektion der Pflanze als erledigt zu betrachten.

PARLATORE (64) gibt eine anatomische Beschveibung der ausgewachsenen
Wurzelknéllchen. Fr sucht nachzuweisen. dall die Knollchen aus dem Periblem
einer Nebenwurzelanlage hervorgehen, cingelagert zwischen Zentralzylinder und
Rindenparenchym. Er betrachtet das Knollchen als eine Neubildung ciner
Sekundiarwurzel, der Ort der Entstehung lige nicht im Rindenpavenchym,
sorndern noch innerhalb des Endoderms in einer Zelle des Zentralzylinders:
,I1 tubercolo non puo nascere dal parenchima corticale, perche questo ¢ sempre
limitato dall’ endoderma, ma da cellule del cilindro centrale. e nol caso nostro
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dal periciclo. Dieses Endoderm umziehe den Vegetationskegel einer entstehen-
den Nebenwurzel, aus dem Dermatogen und dem Periblem entstehe durch starke
Zellteilung das Bakterienparenchym, das von einer sich meristematisch haltenden
Zone umschlossen sei; die Knollchenstele gehe aus dem Plerom hervor und ver-
zweige sich in Knoéllchen, aus dem Periblem dagegen entstande das Endoderm,
das die Knollchenstele und ihre Verzweigungen umgebe, Die Wurzelknolichen
seien daher als umgebildete Wiirzelchen (radichetta trasformata) zu betrachten.
PARLATORE wendet sich sodann der Beschreibung der Zellen der einzelnen
Gewebe zu, wobei er neben SCHNEIDER (65) als erster dem Zellkern griBere
Beachtung schenkt. In den stark mit Plasma gefiillten grolen Bakterienzellen
liege ein sehr groBer Nukleus; diese VergroBerung fiihrt PARLATORE auf die Er-
héhung seiner Aktivitdt zuriick. Neben den Nuklei von normaler Struktur mit
nuklearem Netz, grofien Chromosomen und Nukleolen mit Zentralvakuolen be-
obachtet er, wie bereits SCHNEIDER, améboide Formen, auch Teilungen der
Nukleolen, daneben groB8e, ebenso wie der Nukleolus ausschende und farbbare
Kernkorper. Die von ihm vielfach beobachteten flachgedriickten und halbmond-
formig erscheinenden Nukleolen fiihrt er auf den durch das Bakterienwachstum
in den Zellen herrschenden Druck zuriick. Er beschreibt ferner nukleare De-
generationsformen sowie das Verschwinden des' Nukleolus. Der Zellkern ver-
wandelt sich langsam vom Rande her in eine plastische, wenig firbbare Masse
um, bis schlieflich die Fetzen des Nuklearnetzes (brandelli di reticolo nucleare)
ebenfalls verschwinden. Die Degenerationsformen begleiten das Absterben der
Zelle, das darauf zuriickzufiihren sei, daB die nicht in Bakteroiden umgewandelten
Bakterien das Protoplasma der Zelle und die Bakteroiden angreifen, wenn die
Pflanze keine Nahrung mehr liefere und den Zellinhalt in eine stark zucker-
haltige Fliissigkeit umwandele, die von der Pflanze absorbiert wiirde, wihrend
die unverdnderten Bakterien durch Poren und Risse, die sich durch den Auf-
l6sungsvorgang in der Knollchenrinde bildeten, wieder in die Erde gelangten.

In einer spiteren Arbeit (66) beschreibt PARLATORE dann die von ihm bei
Vicia faba becbachtete Entwicklung der Bakterien in Bakteroiden und bestitigt
in demselben Jahre (67) seine Beobachtungen iiber die Verinderungen des Zell-
kerns wihrend der Degeneration. Der Nukleolus stelle ein hypertrophisches und
differenziertes Chromosom dar. er sei als Austauschzentrum des Nukleus und
speziell des Chromatinsg zu betrachten (il nucleolo sia un centro di ricambio del
nucleo e specialmente delle chromatina). MATTIROLO (68) untersuchte den Zu-
sammenhang zwischen Bliten bzw. Samen und Knolichen. Er entfernte fort-
gesetzt die Bliiten einiger knollchentragenden Leguminosen und verglich den
Stickstoffgehalt der Knillehen bei kastrierten und nichtkastrierten Pflanzen zur
Zeit der Samenreife. Die fortgesetzte Exstirpation der Bliten rief ein auBer-
ordentliches Wachstum  des  vegetativen  Svstems  der Pflanze (Stiel, Blitter
und Wurzeln) hervor, auch die Menge und das Gewicht der Wurzelknollchen
nahm erheblich zu. MATTIROLO konnte eine konstante Beziehung zwischen den
Friichten und den Knollchen withrend der Reifeperiode feststellen; bei der nor-
malen Pflanze verschwand der Knollcheninhalt in dieser Zeit, bei der kastrierten
Pflanze blieben die Knollchen dagegen saftic und reich an Inhalt. Die zahlen-
miilig festgestellten Ergebnisse lassen Schliisse auf den Stickstoffgewinn  der
Pflanze zu. -

Ich mochte hier den hormonalen Zusammenhang zwischen Blithen und
Bakterienverdauung hervorhehen.



Die Wurzelknollchen der Lupine 61

PEIRCE (69) dagegen betrachtet das Symbioseverhiltnis lediglich als einen
Parasitismus (the bacteria are parasites, not benefiting, but injuring, if not
finally killing. — S. 296), der zur Zerstorung und Tétung der sie aufnehmenden
Zellen fiilhre. Die Knollchen seien Lateralwurzeln, entstanden als das Resultat
einer Bakterienstimulation, die Stirkeansammlung um die infizierten Zellen
sowie das tiefe Eindringen der Wurzeln in den Boden seien als Abwehrreaktionen
der Pflanze gegen die Infektion aufzufassen. die besondere GroBe der Bakterien-
zellen rihre von dem Wachstumsdruck der Bakterien, ,wahrscheinlich also
vom groBen Reiz in diesen Zellen* her. Er untersuchte besonders das Ein-
dringen der Bakterien durch die Wurzelhaare: die Bakterien wiirden angezogen
durch Chemotropie, durch gewisse aus der Pflanze in das Bodenwasser
diffundierende Substanzen (CZAPECK, 1896, 70). Durch Auflosung oder Auf-
lockerung der Zellenwiinde gelange der Parasit in die tieferen Gewebe, wo er
dann zur Entwicklung der Knéllchen Veranlassung gebe.

Das bereita von Anfang der Knollchenforschungen an beobachtete Fehlen
der Infektionsfiden bei Lupinen fiihrt STEFAN (71) darauf zuriick, daB die
Knilichen am Rande von Wurzellentizellen liegen, die duleren Gewebe daher
der an dieser Stelle eindringenden Bakterie keinen erheblichen Widerstand
leisten. Diese Vermutung vermag STEFAN aber nicht nidher zu begriinden, eine
Infektion hat er nicht beobachten kiénnen bzw. selbst durchgefiihrt. Die Knéll-
chen entstehen nach seinen Beobachtungen durch rasche Vermehrung des Rinden-
parenchyms, ,vielleicht mit Ausnahme von Lupinus, wo die Entwicklung voin
Grundparenchym zwischen der Endodermis und den GefiBbiindeln ausgehen soll*.
Er sieht die Knéllchen ,,als abnormale Wurzelbiindel, die eventuell als Reserve-
organe dienen“, an. Die Degeneration der Knollchen im Verlaufe der Vege-
tationsperiode seien als Erscheinungen der Virulenz der Bakteriem anzusehen.
»Allgemein 1a8t sich behaupten, daB die Einwirkung der Fiden (bzw. Bakterien)
auf die Wirtszellen schidlich ist, aber in direkter Weise zustande kommt. Die
Schadlichkeit zeigt sich einfach darin, daB die Knollchen von den hintersten,
d. h. am lingsten von den Parasiten bewohnten Zellenpartien des Bakteroiden-
parenchyms abzusterben beginnen, also gerade umgekehrt, als man bei normalen
Wurzeln erwarten konnte. — Das erste Kennzeichen des schidlichen Einflusses
ist die abnormale VergroBerung des Kernes, der auf sciner Peripherie lappen-
formig wird.“ Als das eigentliche Ziel des Parasitenangriffes sieht er dagegen
das Protoplasma an. An der Degeneration des Parasiten sei vor allem die An-
hdaufung eigener schidlicher Produkte beteiligt. ..welche zugleich die Degeneration
der Wirtszellen und schlieBlich der ganzen Kndéllchen bewirkt.  Ja, die De-
generation der Zelle beginnt friuler (der Kern!), so daB von einem Aussaugen
von seiten der Pflanze kaum die Rede sein kann'* Leider begriindet STEFAN
seine von den meisten bisherigen Forschungsergebnissen abweichenden  An-
sichten viel zu wenig, ebenso wie auch der Nachweis der von ilun hehaupteten
Vorgange weder durch eine eingehende Beschreibung noch durch Zeichnungen
gefithrt ist. )

Eine eingehende Untersuchung der anatomischen Knéllchenverhiltnisse
unternahm WENDEL (72). Die Autorin gibt eine gute Ubersicht iber die in
den Knillchen der Leguminosen anftretenden Gewebearten und ordnet sie den
einzelnen anatomisch-physiologischen Svsteinen ein. Die Arbeit heschiiftigt sich
jedoch nur mit den bereits ausgewachsenen Knollehen, so daB Schliisse auf die
Fntstehungsart der einzelnen Gewebe nur bedingt zulissig erscheinen., WENDEL
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fand ehenfalls in den Bakterienzellen groBere Nuklei mit groBlen Nukleolen, in
einigen Priparaten auch mehrere Nukleolen in oder um einen Zellkern herum.
Diese letztere KErscheinung deutet sie als das Auftreten von Prochromosomen.
Ich werde darauf im letzten Teil meiner Arbeit zurickzukommen haben.

Zur Erganzung des Bildes, das uns die kurz skizzierten Wege und Ergeb-
nisse der Knollchenforschung geben soll, gehdrt noch eine Reihe nicht rein
botanischer Arbeiten der letzten Jahre, die in ihren Ergebnissen nur kurz ge-
streift sein sollen.

In der Frage der Arteinheit der Knollchenbhakterien kamen KRUGER (73) und
KRIEGER (74) durch Anwendung der Agglutination. Komplementhindung und
vereinzell der Prazipitation zur Aufstellung besonderer Verwandtschaftsgruppen,
die auch VOGEL und ZIPFEL (75) fanden:

1. Lupinus perennis, L. angustifqlius, L. luteus, Ornithopus sativus.

2. Vicia saliva, Pisum arcense.

3. Medicago lupulina, M. sativa, Melilolus albus, Trigonella Foenumgraecum.
4. Lotus uliginosus, Anlhyllis vulneraria, Telragonolobus purpurcus.

Die Wurzelbakterien von Vicia sativa und Vicia faba sind nicht verwandt,
ebenso wie die Bakterien von Phaseolus vulgaris, Trifolium pratense, Onobrychis
sativa und Soja hispida weder untereinander noch sonst verwandt sind. Durch
Impfung einiger Arten von Knollchenbakterien auf einige andere Leguminosen
wurden diese Ergebnisse zum Teil bestiitigt. GERMAN und DIDLAKE (76) fanden,
daB auf allen Trifolium-Arten Bakterien einer Trifolium-Art Knoéllchenbildung
hervorriefen, ehenso Bakterien von Medicago sativa bei M. alba, M. lupulinag, M.
denticulata, dagegen keine Wirkung zeigten bei Vicia, Pisum, Phaseolus usw.
., Daher umfassen die Knollchenbakterien der Leguminosen mehrere verschiedene,
in ihrem phvsiologischen Verhalten voneinander unabhingige Arten. Eine be-
stimmte Bakterienart kann einer einzigen Leguminosenart, aber auch mehreren
Arten dieser Familie zugleich, die in der Regel, aber nicht notwendigerweise,
derselben Gattung angehiren, eigen sein.  Versuche, cine Bakierienart, die ihrer
Natur nach auf den Wurzeln einer bestimmten Pflanze keine Knéllchen hervor-
ruft, dieser neuen Wirtspflanze kiinstlich, z. B. durch lingere Kultur (bis 1 Jahr)
im Aufguf3 der nenen Pflanze, anzupassen, schlugen fehl, wiahrend sie auf der
Stammpflanze wieder Kuillchenbildung hervorbrachten. LIESKE (77) stellte auf
Grund von Pfropfversuchen fest. daB die Bakterie von Vieia faba nur an mit Vicia
in Pfropfsymbioze lebenden Eiweiverwandten Knoéllehenbildung ergaben.

Vergleicht man mit diesen Ansichten die Ergebnisse LAURENTS sowie von
NoBBE, HILTNER und SCHMID, so sicht man, daBl in der Artenfrage doch noch
viele Fragen zu kliren sind, wie ja auch die Nomenklatur noch schwankend
ist, von Bacillus radicicola Beyerinck, Bacterium radicicola bis zu Rhizobium
Beyerinek bei Lupinus und Ornithopus, Rhizobium radicicola bei den ibrigen
Leguminesen, wie Boas und MERKENSCHLAGER (78) vorschlagen. Ebenso harren
in der Frage der Bedeutung der Knollchenbakterien fiir die Wirtspflanze noch
sehr viele Punkte der Klarung. gehen hier doch die Meinungen sehr weit ausein-
ander.  BEYERINCK (79) weist darauf hin, dal die meisten Handbiicher der
Pflanzenphvsiologie die bisher nur fiir einige Pflanzen tatsichlich ermittelte Be-
deutung der Stickstolfbindung ohne weiteres verallgemeinern.  Bisher sei nur bei
Ornithopus sativus und Lupinus lufeus auf stickstoffarmen Sandbiden erwiesen
worden, dall .fiir diese beiden die Zahl und das Gewicht der Knollchen von
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einiger Bedeutung im Hinblick auf das Gesamtgewicht der Pflanze ist®. Bei
anderen, wie z. B. als Extrem Robinia pseudacacia stinde die Zahl und die Gréfle
der Knollchen in einem augenscheinlichen MiBverhiltnis zu dem Stickstoffbedarf
des Individuums, selbst bei Annahme der intensivsten Tatigkeit der Wurzel-
knollchen. BEYERINCK weist ferner darauf hin, da es ihm trotz der unzweifel-
haften Intensitit der Stickstoffbindung nie gelungen sei, gasometrisch — selbst
bei Verwendung bis zu 1 kg Wurzelknollchen — die Stickstoifbindung nach-
zuweisen, wie ja auch die Bakterien in Reinkultur auf Platten oder in Kolben
auBerhalb der Pflanze nie diese Eigenschaft zeigen. Die groBe Rolle, die hier
die Pflanze bzw. das pflanzliche Protoplasma spielt, ist noch giinzlich ungeklart.

Ein genaues Studium der Entwicklung der Xngllchen haben nur
PRAZMOWSKI bei der Erbse und FRANK bei einigen anderen Leguminosenspezies
durchzufiihren gesucht, simtliche anderen Forscher haben sich mit Teilfragen
oder mit Untersuchungen einzelner in verschiedenen Entwicklungsstadien befind-
licher Knéllchen befafit. PRAZMOWSKI hat sich, wie ebenso FRANK, mit den
letzten Vorgdngen, dem Absterben der Bakteroiden, der Resorption und dem end-
lichen Schicksal des Knéllchens gegeniiber dem ersten Teil der Entwicklung
weniger eingehend beschiftigt, es bleiben hierfiir nur PARLATORE und die ge-
legentlichen Beobachtungen SCHNEIDERs malgebend, die ein gréileres Eingehen
auf diese Probleme erwiinschen lassen.

Diese Liicke habe ich mit einem Versuch einer genauen Untersuchung der
Entwicklungsgeschichte der Lupinenknollchen, und zwar lediglich von der
Pflanze ausgehend. zu schlieBen gesucht.

Der Grund, weswegen wir nur eine einzige Pflanze monographisch ge-
nommen haben, ist die Konzentration. Durch diese Einschrinkung ist es uns
moglich, wirklich alles behandeln zu konnen. Die Lupine wurde aus dem
Grunde gewihlt, weil bei ihr vor allem die Bedeutung des Stickstoffgewinns fest-
steht, wir also annehmen diirfen, gerade bei dieser Pflanze den funktionell
~zweckmiBigsten” Bau der Knoéllchen vorzufinden sowie die Erscheinungen der
Resorption viel préziser verfolgen zu koénnen als bei Pflanzen, bei denen die er-
hebliche Bedeutung der Wurzelknollchen fiir die ganze Pflanze nicht in derart
ausgepriagtem MaBe vorliegt wie beispielsweise bei Robinia oder Phaseolus.

Methodischer Teil

Ich wihlte eine einjiahrige Pflanze, und zwar Lupinus luteus L.,
die ich am 10. Mai im hiesigen botanischen Garten in ungefahr 200
Exemplaren auf leichterem Boden aussden lieB, auf dem bereits
Lupinen gewachsen waren. Die Pflanzen brachten am 19./20. Mai
die ersten Bliattchen hervor und entwickelten sich bis auf wenige
Exemplare gut b's zum Schlusse ihrer Vegetationsperiode, zeigten
auch durchaus normalen Knoéllchenbesatz. Zu Vergleichen verwandte
ich Lupinus polyphyllus L. aus dem botanischen Garten.

Vom Erscheinen der ersten Blitter ab grub ich jeden vierten
Tag einige Exemplare aus und fixierte geniigend zerkleinerte Teile
der Wurzel, an denen die boginnende Knollchenbildung zu vermuten
war, sofort mit Alkohol-Eisessig nach Carxoy, einen anderen Teil mit
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Chromessigsaure. Vom Sichtbarwerden der Knoéllchen ab wurden
Quer- und Langsschnitte der Knoéllchen auf in Petrischalen aus-
gegossene Gelatineplatten von der Zusammensetzung 2,5% Phenol
und 10% Gelatine gelegt, um den Fermentgehalt der Knoéllchen bzw.
das Auftreten von Fermenten durch Verfliissigung der Gelatine be-
obachten zu konnen (Tunxmann, Mikrochemie). Die fixierten Objekte
wurden nach geniigendem Auswaschen iiber sechs Alkoholstufen und
Chloroform in Paraffin iiberfithrt, das kombinierte Einbettungs-
verfahren mit Paraffin-Agar nach Strassureer wandte ich bei den
weiter unten besprochenen sterilen Lupinenkulturen an, wiahrend ich
von der Celloidinmethode Abstand nahm. Die anatomische Unter-
suchung nahm ich in der Regel an frischen Handschnitten mit den
iiblichen Reagenzien vor, verwandte spidter aber auch Paraffin-
material.

Die Farbemethode fir die cytologischen Untersuchungen erprobte
ich an Alkoholmaterial von Robinia pseudacacia. Ich verwandte
Pikrocarmin, Alauncarmin, Eosin-Methylenblau nach Giemsa, Ha-
matoxylin nach Hemwexnain, das FLemminesche Dreifarbengemisch in
der Modifikation von Prirce (69), sowie die Becherfarben Naphta-
zarin und Gallozyvanin. Ich erhielt die besten Resultate mit Hama-
toxvlin (Hemexnaix). Die Differenzierung der Schnitte kontrollierte
jch mit einer fiir Verwendung ohne Deckglas korrigierten Wasser-
immersion Leirz und den Becherfarben; Fremmine wandte ich
nach vorheriger Fixierung mit Chromessigsiure nur zu Kontroll-
farbungen in der zweiten Versuchsperiode an, wahrend Giemsa als
nicht lichtbestindig genug immer weniger verwandt wurde. Von der
Anwendung der ibrigen Farbstoffe mufite ich absehen, da die Bak-
terien und Bakteroiden wahrend des groBten Teiles der Entwicklung
den Kernen gleich die Farben annehmen und somit stark verdeckend
wirkten. Gegen eventuelle Tauschung durch Férb- oder Fixiermittel
habe ich mich durch die Anwendung verschiedener Farb- und Fixa-
tionsstoffe zu schiitzen gesucht, indem ich stets mehrere Parallel-
priparate anlegte, die mir eine gewisse Einheitlichkeit meiner Be-
obachtungen ermoglichten. TFiir die zytologischen Untersuchungen
gontigten Mikrotomschnitte von 10—15 ., als Einbettungsmedien
wihlte ich Kanadabalsam und Dammar-Xvlol,

Das Paraffinmaterial des ersten Jahres untersuchte ich von
September 1926 bis Februar 1927 und wandte mich gleichzeitig dem
Studium der umfangreichen Literatur zu, am 28. April 1927 site
ich nochmals zirka 200 Pflanzen aus, die ich, wie im ersten Jahre,
allerdings in sechstiigicen Pausen. untersuchte. Dies Material diente
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mir hauptsichlich zur Nachpriifung der im Vorjahre gefundenen
Ergebnisse, wie auch zur Kontrolle der Kernverianderungen nach den
von einzelnen Forschern, wie ParLaTore (66, 67), Peirce (69) u. a.
angegebenen Methoden. ’ :

Es ist mir nicht gelungen, an meinen im Garten gezogenen
Lupinen den Zeitpunkt der Infektion, die naheren Einzelheiten dieser
und der einsetzenden primaren Entwicklung bis zum &uBeren Sicht-
barwerden der Knolichen liickenlos zu verfolgen, ich versuchte daher
im Dezember 1926 diese Vorgdnge an kiinstlich gezogenen Lupinen
zu verfolgen. Durch die Liebenswiirdigkeit des Herrn Geheimrats
ArpEL, dem ich nochmals an dieser Stelle'danken mochte, erhielt ich
aus der biologischen Reichsanstalt Knollchenbakterien von Lupinus
mutabilis und Vicia Faba. Ich stellte mir eine Agarndahrlésung von
der Zusammensetzung: Kalziumsulfat 0,1 %, Magnesiumsulfat 0,03 %,
sekundiares Kaliumphosphat 0,2%, Maltose 0,4%, Agar 1,5% her,
goB damit 5 bis 6 Zentimeter hoch fiinf 1000-cm-Erlenmeyerkolben aus
und sterilisierte diese im Autoklaven. Fiinf weitere Kolben go8 ich
mit einer Agarlosung, erhalten aus einer Gartenerdeabkochung mit
0,05% sekundirem Kaliumphosphat, 1 % Mannit und 1% % Agar aus
und sterilisierte sie ebenfalls. Die einzufiihrenden Samen von Lupinus
mutabilis biirstete ich nach Krein und Kisser (81) trocken ab,
schiittelte sie mit Seifenpulver und Wasser 2 Minuten, danach zur
Entfernung von Luft und Fettresten je 2 Minuten mit Alkohol und
Ather und sterilisierte sie 30 Minuten mit einer 1% -Bromlésung,
spillte mehrere Male mit sterilem Wasser nach und iibertrug sie, je
drei Samen in einen Kolben. Auf die Agarmasse goB ich noch eine
14 cm hohe Schicht steriles Wasser, um die Quellung der Samen-
schale zu erleichtern. Nach dem Keimen der Pflanzen — die
Brombehandlung wurde ohne groBe Schidigung durchweg gut ver-
tragen - ~ impfte ich die Nahrboden moglichst in Néahe der Pflanzchen
mit der Knollchenbakterienkultur, Nach Ausbildung des ersten
Blattes sprengte ich einen Kolben ab und entnahm eine Pflanze, das
Wiirzelchen nach Moglichkeit mit den umgebenden Agarstiicken her-
ausschneidend, fixierte und bettete dann in Paraffin ein. Nach der
Entnahme der ersten Pflanze zeigte sich jedoch ein Schimmelrasen,
worauf ich spiter sofort alle drei Pflanzen nach Offnung entnahm.
Auf diese Weise war es mir moglich, die ersten Stadien der Infektion
bis zur Ausbildung des vierten Blattes in steriler Kultur zu unter-
suchen. _

Bei einigen der im Garten gezogenen Pflanzen bemerkte ich das
Eindringen von Pilzhyphen in die bereits entwickelten Knollchen, es

Botanisches Archiv, Band 25 b}
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handelte sich hier um Thielavia basicola Zopf, deren Bestimmung
liebenswiirdigerweise Herr Geheimrat ArpeL unternahm, wofiir ich
ebenfalls meinen Dank auszusprechen nicht unterlassen mochte.
Dieser Pilz tritt bekanntlich des oftéren als Schidling bei Legumi-
nosen auf, iiber sein Auftreten in den Wurzelknollchen habe ich bis-
her keine Nachricht finden konnen. Die eindringenden Pilzhyphen
zeigten mitunter sehr seltsame Bilder, so daB ich mich einige Male
des Eindruckes nicht erwehren konnte, als ob einige der é&lteren
Literaturangaben von sehr genau beobachtenden Forschern iiber In-
fektionsfaden in den erwachsenen Knoéllchen sowie Konidienbildung
moglicherweise auf diesen Parasiten zuriickzufiihren wiren. Eine
spitere Bearbeitung behalte ich mir vor.

Nach dieser kurzen Besprechung der Methoden, unter denen vor-
zugehen ich fiir ratsam hielt, komme ich sodann zu den eigentlichen
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Aus Zweckméafigkeitsgriinden
beginne ich mit der Schilderung der Anatomie der Wurzel und der
Infektion der Tragwurzel, die ich ,,Primar-Infektion* bezeichnen will.
Es folgt die Gewebeentwicklung zum Knoéllchen, der sich die Zytologie
der Bakterienzellen sowie die der Verdauung anschliefit.

Anatomie der Wurzel und Seitenwurzelanlagen

Die junge Lupinenwurzel zeigt in den meisten Fallen einen
diarchen Bau des.Zentralzylinders; infolgedessen ist die Anordnung
der Seitenwurzeln in der Hauptsache zweizeilig. An ilteren Wurzeln
treten jedoch noch je zwei Rethen auf, die den Eindruck einer vier-
zeiligen Anordnung erwecken, indem sich an den Xylenteil nach
rechts oder links verschoben je zwei Reihen anschlieBen. Norn-
navsex (R2) beobachtete aufler den normalen zweizeiligen Neben-
wurzeln noch zwei Reihen von Extrawurzeln, die kreuzweise zur nor-
malen Anordnung stehen, sich aber meistens nur bei Dekapitation
zeigen. Das diarche Leithiindel stellt die Hauptmasse des Zentral-
zvlinders, umgeben ist das Perizvkel mit einer Endodermis, deren
Aushildung aus einer Art . Stirkescheide' man deutlich beobachten
kann. Ich hebe diesen Bildunegsmodus, der bei Wurzeln nach Mit-
teilung von Ziecexserek sehr hivufig vorkommt, hervor, weil er wenig
bokannt ist. Es ist ein schones Beispiel fiir Sparreservestiirke, Zuerst
treten nach der Stiirkeabscheidung Casrarysche Streifen auf, spiter
entwickelt sich eine regelrecht verkorkte Endodermis mit DurchlaB-
zellen (Intermediirstadium).  Auf die Endodermis folgt die primire
Rinde. ein parenchymatisches Gewebe mit reichlichen Interzellularen.
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das nach auBlen durch die wurzelhaartragende Rhizodermis begrenzt
ist. Das Absorptionsgewebe mit den Wurzelhaaren kollabiert nach
einiger Zeit, es setzt sich ein schwaches Periderm an seine Stelle.

Die Wurzel behilt fiir die ganze Dauer der Entwicklung ihren
Pfahlwurzelcharakter und erreicht eine Tiefe bis zu 60 cm, an ihrem
oberen Teile treten hauptsachlich, jedoch nicht ausschlieflich die
Whurzelknollchen auf. Eine so planméafBige Verteilung, wie Frank
(85, S. 545 £.) sie gefunden hat, daB entweder jede Seitenwurzel an
ihrer oberen Gabelung oder aber die Hauptwurzel oberhalb der ersten
Gabelung regelmaBig Knollchen trigt, so daB keine Verbindung von
Wurzel zu Stamm ohne Knollchen ist, kann ich nicht bestédtigen.
Die Wurzelknoéllchen traten bedeutend unregelméaBiger auf, in 5 bis
25 cm Tiefe am haufigsten, in tieferen Schichten seltener — ebenso
wie das Auftreten der Wurzelknollchen nicht zeitlich begrenzt ist.
Es treten selbst bis gegen Schlufl der Vegetationsperiode junge
Knollchen auf, unter welchen Bedingungen, werden wir weiter unten
bei der Besprechung der Infektion entwickeln. Die Seitenwurzeln
entstehen aus dem Perizykel, und zwar gewéhnlich vor einer Hadrom- )
platte, die parenchymatischen Zellen des Perizykels treten in lebhafte
Teilungen ein, zerdehnen die meistens noch nicht verkorkte Endo-
dermis, die Rinde wird durchbrochen. Der Vegetationskegel zeigt die
gewohnte Ausbildung.

Bevor wir die Organographie entwicklungsgeschichtlich betrachten
konnen, miissen wir die

Primadr-Infektion der Tragwurzeln

besprechen. Das Eindringen der Bakterien kann nur an jungen
Waurzeln erfolgen, weil diese allein keine AuBenschicht aus Kork
haben. Wir finden deshalb die Infektion nur an ganz jungen Wurzeln,
damit ist eine gewisse zeitliche Begrenzung der Infektion gegeben;
sowie die Wurzel in ihrem Wachstum die Erdschicht durchbohrt hat,
in der die Bodenbakterien zu leben pflegen, finden wir auch keine
Knollchenbildung mehr, dagegen kommen diese noch an den Seiten-
wurzeln vor, die die Pflanze in dieser im allgemeinen 15—20 cm
Tiefe nicht iiberschreitenden bakterienhalticen Erdschicht ausbildet.
Damit haben wir auch die Erkliarung fiir das Auftreten von jungen
Knollehen bis gegen Ende der Vegetationsperiode hin. Ob die reich-
liche Gegenwart von Sauerstoflf, die eine Vorbedingung fiir eine ener-
getisch gilinstige Stickstoffbindung durech aerobe Vorgiinge ist. dabei
als Reiz oder als Vorbedingung fiir das Vorkommen der Bakterien

o



68 Viermann

wirkt, miissen wir offen lassen. Im allgemeinen findet man, daB die
Hauptzahl der Knoéllchen in der ersten Zeit des Wachstums der
Hauptwurzel entsteht. Nur die in dieser Zeit angelegten Kndllchen
kommen. zur endgiiltigen Entwicklung und unterliegen am Schluf
der Vegetationsperiode der Resorption. Knoéllchenbildung dagegen
beim Durchbrechen einer Nebenwurzel habe ich in keinem Falle bei
der Lupine beobachten konnen.

Es erhebt sich nun die Frage, wie erfolgt das Eindringen der
Bakterien in die Tragwurzel. Beverinck beobachtete in zu diesem
Zwecke veranstalteten Versuchen, daB Bacterium radicicola fertige
Zellulose nicht anzugreifen vermag, es ist somit eine Infektion eines
ausgewachsenen Wurzelhaares undenkbar, ich habe sie auch nicht
beobachten konnen. Betrachten wir das langsame Wachstum der
Wurzelhaare der Pfahlwurzel der Lupine, so wird uns die Art des
Eindringens verstindlich. Die Spitzen der Wurzelhaare, ja schon
deren erste Ausstillpung, sind ja bei fast allen Pflanzen durch einen
Amyloidzustand ausgezeichnet. Wie alle langsam wachsenden Wurzel-
- haare haben sie nur eine geringe Bliuung mit Jod in dlteren, noch
wachsenden Stadien, ganz junge, kaum angelegte Haare in der be-
ginnenden Ausstiilpung zeigen die Jod-Blauung sehr gut. In diesem
jungen, stark amvyloidischen Zustande erfolgt die Infektion. Nach
dem Eindringen der Bakterien ist das Wachsen des Haares sistiert,
man beobachtet bald ein Einschrumpfen und Absterben der Zellen.
Ob dieses Absterben auf die Perforation der Zellwand, wie Frank
(35) es annimmt, zuriickzufiihren ist oder auf einen Verbrauch der
Kohlehydrate, mufl ich dahingestellt sein lassen. Nach Versuchen
von Noppg, Scuyip, HiLtner und Horrer (46) ist die Verbreitungs-
fahigkeit der Leguminosen im Boden verhiltnismafBig groB, rechnen
wir dazu noch die durch die Wurzelausscheidungen (Czapeck, 70) er-
moglichte Chemotaxis hinzu, so ist uns das bei Anwesenheit der be-
treffenden Bakterien nicht ausbleibende Auftreten der Knollchen
verstindlich. Um bei diesemn schon aus der Literatur bekannten
Umstande jeglichen Fehlschluff auszuschlieBen, der durch irgend-
welche Saprophyten und Parasiten hervorgerufen sein kénnte,
betteten wir, wie bereits beschrieben, absolut steril gezogene Pflanzen
und mit zugehorigen Bakterien in Reinkultur infizierte Agarstiickchen
ein. Diese entnahmen wir so, daf sie sowohl die Tragwurzel wie die
Umgebung enthielten. Unter einer Vielzahl von Priiparaten gelang
es bei einigen zu beobachten, daBl die Bakterien deutlich nach der
Pflanze zu wuchsen und sich um Wurzelhaare herumlegten, wo sie
durch intensive Vermehrung Klumpchen bildeten.  Das Bakterien-
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kliimpchen legt sich an das wachsende Wurzelhaar an (s. Fig. 1),
und erst nach einiger Zeit scheint eine Losung der Zellwand vor sich
gegangen zu sein; denn eine Krimmung des Haares tritt erst ein,
nachdem bereits Bakterien in der Zelle selbst sichtbar sind (Fig. 2).
Widerstand scheinen die Bakterien an der Innenwand der Zelle zu
finden, denn lagen sie bisher zu zwei bis dreien nebeneinander, so
sammeln sie sich an der Innenwand an und gelangen erst nach
einiger Zeit in die darunterliegende Parenchymzelle (Fig. 3). Es muBl
wohl eine Erweiterung der Plasmodesmen erfolgen; ob diese Er-
weiterung durch den Reiz auf die Pflanzenzelle oder auf irgendeine
losende Eigenschaft der Bakterien zuriickzufithren ist, lasse ich
dahingestellt. Dasselbe Bild haben wir auch spéater des ofteren, daB
sich eine etwas groBere Verbreiterung der Bakterienziige zwischen
den beiden Zellwanden zweier benachbarter Zellen findet (Fig. 15),
gut sichtbar durch Isolation des Farbenbildes (StrasBurcer, 83,
S. 468), durch Lichtiiberfluten mit einem aplanatischen Kondensor
Leirz. Einen erheblichen Widerstand dieser jugendlichen paren-
chymatischen Zellen werden wir nicht anzunehmen haben, dieser setzt
sofort bei einer etwas dickeren Membran mit ausgesprochener Zellu-
losereaktion ein, zum Beispiel den Wanden der Starkezellschicht.
Hierdurch wird uns die erfolgreiche Lokalisation des Bakteroiden-
gewebes verstiandlich. Die Folge dieser Infektion des Rindengewebes
der Tragwurzel ist eine Ansammlung von bakterienfiihrenden Zellen
in der Rinde derselben. Sie fiillen sich stiarker mit Plasma und er-
scheinen etwas dunkler durch die Bakterien als die iibrigen. Es
erfolgen noch auflerhalb der Endodermis, die auf dem Caspary-Zu-
stand steht, einige rasche, unregelméBige Zellteilungen. Sie regen das
Gewebe zur Bildung von Vorbeulungen an (Fig. 4). Nach auflen hin
erhebt sich eine geringe Schwellung (Fig. 4).

Frank (85, S. 533) glaubte bei der Lupine beobachtet zu haben,
daf ,,die die Infektion aufnehmenden AuBersten Rindenzellen noch
weiter dem aus dem Boden kommenden Mikrob entgegengehen: Sie
wachsen mitunter so weit nach aufien gegen die Infektionsstelle hin,
daf sie die iiber ihnen liegenden Epidermiszellen zur Seite schieben
und sich nun selbst frei an die Oberflache hervordriangen, um hier
aus erster Hand den Infektionsstoff sich zu holen. Die Deutung
einiger von Frank beigefiigter Zeichnungen wird verstdndlich, wenn
man weiB, daB Frank der Ansicht ist, die Pflanze locke die Mikroben
an und fange sie in von ihr angelegten Leitbahnen ein, wobei die
Leitbahnen also das Primire waren. Ich habe keinerlei Bilder ge-
funden, die Franks Ansicht bestiitigen konnten. es sind vielmehr die
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eindringenden Bakterien das Primire, die Zellteilungen erfolgen auf
den Anreiz der Endophyten. Auf diese primaren Infektionsherde
bleibt die Reaktion nicht beschriankt, sondern es wird eine Anlage
einer Nebenwurzel zum Austreiben angeregt. Wir mochten glauben,
daf dabei ,,Wuchshormone* in Wirkung treten, welche gerade von
diesen ersten Zellteilungen, dem ,,Gallengewebe* ausgehen. ‘Wir wollen
daher ganz kurz eine solche schlafende Anlage beschreiben. Sie
treiben ohne Infektion nur dann aus, wenn eine Seitenwurzel ihret
Nachbarschaft verletzt wird oder wenn die Hauptwurzel gekappt ist.
Es liegt also eine doppelte korrelative Hemmung vor, erstens von der
Pfahlwurzel ausgehend, zweitens von der Seitenwurzel. Diese An-
lagen konnen oft ganz klein sein, ja nur aus wenigen embryonalen
Zellen des Perizykels bestehen. Zumeist ist jedoch eine groBere An-
zahl auf dem primédren Zustande stehen geblieben. Es ist nun ganz
kennzeichnend, wie solche korrelativ gehemmten Augen einerseits
normal austreiben, wenn die geforderte Saugwurzel wegfillt; ander-
seits vermag die Infektion der Tragwurzel mit Endophyten denselben
Effekt, aber in anderer Richtung. auszulésen, ndmlich in der

Gewebeentwickelung zum Knéllchen.

Vom allerersten Anfang ist ihr Austreiben von dem einer nor-
malen Seitenwurzel dadurch unterschieden, daB die Wurzelhaube in
dem gewohnten Gewande fehlt. Auch hiervon gilt jener Ausspruch
von GoeseL (84, S. 1259): ,Selbstverstindlich sind diese haubenlosen
Wurzeln solche, welche ihre Haube entbehren konnen. Aber nichts
spricht dafiir, daB die Hauben verkiimmerten, w e il sie nicht benutzt
werden. Vielmehr handelt es sich wohl iiberall win Wurzeln, die in
ihrer Ausbildung gehemmt waren und bei denen die Hemmung sich
auch auf die Wurzelhaube erstreckte.* Diesen Gedanken spricht
Gokner im Hinblick auf die manche Ahnlichkeit zeigenden Kurz-
wurzeln der Roflkastanie aus, sie ist vollig auf die ebenfalls mit Endo-
phyten verschenen Wurzeln von Cycadeen, .1lnns usw. Ubertragbar.
Wihrend die Hemmung bei der unbesiedelten Kurzwurzel von
Aesculus sich durch den Knospencharakter ausdriickt, kann das durch
die Gegenwart des primiiren Infektionsherdes in unserem Falle be-
dingt sein,  Der Reiz zur Entwicklung ist cben ein andersartiger als
bei der Ausbildung treibender Seitenwurzeln.

Wollen wir ganz kurz die Art der Organentwicklung kennzeich-
nen, so konnen wir, ohne den Dingen einen allzugroflen Zwang anzu-
tun, sagen: Die sich entfaltende Nebenwurzel nimmt in ihren duBeren
Schichten die ausdifferenzierte Gestalt der Zellen an, wenn das Innen-
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gewebe noch auf einem ganz jugendlichen Zustande steht. Also
wiirde die normale Ausbildung der Innenschichten gehemmt. Das
geht so weit, daB sich auBen bereits ein Korkgewebe (Intercutis) aus-
gliedert und sogar von ihm umschlossen ein Collenchym (Fig. 5).
Dieses besitzt unregelmiBig verdickte Wandungen und kann vielleicht
als Knorpelcollenchym (WEexpeL, 72) benannt werden. Die Wand-
beschaffenheit ermoglicht eine gewisse Dehnungsfihigkeit. Diese er-
fordert das Anschwellen des Innengewebes, daneben bietet es doch
eine gewisse Festigung gegen radialen Druck. Nicht nur das Lan-
genwachstum des Meristems ist sistiert, sondern das Teilungsgewebe
bleibt sehr lange auf einem embryonalen Zustande. Das macht sich
in der Grofe der Nucleoli, der Kerne und der grofien Kernplasma-
relation bemerkbar, auch laft das alveoldre Protoplasma besonders in
den inneren Schichten die Vakuolisation vermissen. Hervorzuheben
ist der groBe Stiarkegehalt dieser Zellen. Die Zellen teilen sich nach
allen Richtungen, nicht nur in der periklinalen, hierdurch verbreitert
sich der Scheitel, und es liefert zunéachst eine iiberbreite Teilungszone
ihre Zellen. Die Folge ist ein Anschwellen des Knollchens. Wir
wollen jetzt das genaue Bild der Entwicklung des Knoéllchens wieder-
geben.

Bereits die Bilder einer ganz jungen Infektion ergaben ein
Gallengewebe, das sich etwas iiber die Tragwurzel hinaus vorbeulte
(Fig. 4—6). Die Rinde unter dem priméren Infektionsherde sowie
an den Seiten wird zu einem adventiven Bildungsgewebe, das be-
sonders an den Flanken tétig ist und nach innen neues Gewebe bildet,
in das die Bakterien nach und nach hineinwachsen. Nach auBen
verkorken die Parenchymschichten. Ich mdchte hier gleich betonen,
daB die Knollchenrinde mit der Entwickelung der Tragwurzel Schritt
héilt und sich ihr vollkommen angleicht. Die Darstellung dieser und
der folgenden Vorginge habe ich aus Griinden der Ubersicht schema-
tisch vornehmen miissen. Das durch die Einwanderung der Bakterien
entstehende Bildungsgewebe habe ich mit GM (Gallenmeristem) in
Fig. 7a, b, d, e bezeichnet, auf der Fig. 6 von Fraxk ist es in seinen
Anfangen gleichfalls zu sehen. Schr bald beginnt nun eine Seiten-
wurzelanlage in Titigkeit zu treten (S. M. auf Fig. 7). Diese stofit
gegen den primaren Infektionsherd, der durch die oben erwahnten
Zellteilungen sich vergréBert hat und den wir der Einfachheit
halber mit Gallengewebe bezeichnen wollen, ohne dabei irgendwelche
anderen Vorstellungen mit dieser Bezeichnung zu verbinden. Das
Gallengewebe wird durch das Verwachsen der Seitenwurzeln hinaus-
gedrangt, wahrend die Bakterien langsam gegen die Wurzelmitte zu
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in die jungen parenchymatischen Zellen eindringen (Fig. 7a—d, Fig.
8a—e). Nach einiger Zeit verbreitert sich das Meristem der Seiten-
wurzeln (Fig. 7e S.M.). Die Mitte des Kegels hort allmahlich auf,
intensive Zellteilungen vorzunehmen, wihrend die Flanken rasch
zur Seite vorstoBen (Fig. 7f, 8f). Die sich ausbildenden GefiaBbiindel
verzweigen sich an dieser Stelle. Das Gallenmeristem (G.M.) sowie
das Meristem der sich verzweigenden Nebenwurzel (S.M.) ver-
schmelzen miteinander und bilden das gemeinsame Knéllchen-
meristem (K. M.), das ich in Fig. 9 besonders dargestellt habe. Durch
das Verlegen der Meristempunkte auf die Flanken bildet sich eine
meristematische Zone aus, die nach der Wurzel zu mit dem Kambium
des Wurzelbiindels verschmilzt, ich habe sie als Bindemeristem (B. M.)
bezeichnet. Das Bindemeristem bleibt wiahrend des ganzen Knéllichen-
wachstums in Titigkeit und bewirkt durch Bildung von Parenchym-
zellen den Anschluf8 an die Wurzel, nach auBlen hin verkorken diese
wFillzellen* und schlicBen die Knollchenrinde an die Wurzelrinde an
(Fig. 9).

Das Knollchenmeristem, entstanden durch Verschmelzung des
Meristemkegels der Seitenwurzel und des adventiven ,,Gallen-
meristems*, zeigt ein eigenartiges Wachstum. Eine deutliche Gliede-
rung in Gewebe wie Pleron, Periblem, Dermatogen und Calyptrogen
ist nicht zu beobachten, diese fehlt bekanntlich der Spitze der Lupinen-
wurzel. Es entstehen nach auBlen parenchymatische Zellen wie bei
einer Wurzelhaube, nur verwandeln sie sich in Korkgewebe (K.,
Fig. 9). Wir bezeichnen dieses am besten als eine Intercutis, da an
ihrer Bildung kein Phellogen im eigentlichsten Sinne des Wortes be-
teiligt ist. Ahnliche Umwandlungen sind bei Wurzelspitzen, die nicht
rasch vortreiben, sehr weit verbreitet und als Metacutisierung be-
schrieben (MtiLER, 80).

Etwas weiter innen gelegene Schichten werden zu einer Art
Periblem. Dieses arbeitet nach zwei Seiten verschieden, auf die
Bakterien zu erzeugt es eine groBe Gewebemasse, in der sich drei bis
vier Schichten ausgliedern. Die auflerste Schicht schlie3t an die spatere
Intercutis an und gibt dem oben beschriebenen Collenchym (Fig. 9,
Kol.) Entstehung, die zweite wird schr stiirkereich und erzeugt nur
kleine Zellen mit dickerer Membran, die sogenannte Stirkezellen-
schicht (Fig. 9. St.). Die dritte ergibt das Bakteroidengewebe (B.,
Fig. 9). Im Anfang ist es den Stiirkezellen ungemein #hnlich, die
Zellen strecken sich jedoch bald und vergroBern sich unter Erhalten-
bleiben griflerer Kerne. Die vierte Zone ist wieder eine Stiirkeschicht,
darauf folgen die Gefillbiindel sowie eine Parenchymzellenschicht, die
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den AnschluB an das Bindemeristem gibt. Da das Kambium der
Tragwurzel ebenfalls an der Verbindungsstelle nur Parenchym er-
zeugt, ist es unmaoglich, die einzelnen Meristemzonen zu unterscheiden.
Durch ihre Tétigkeit wird die Ansatzstelle des Knollchens verbreitert.

Im Innpern gliedert das Knollchenmeristem eine Art Plerom her-
aus, auf der dem Bakteriengewebe zugewandten Seite werden weniger
Zellen erzeugt, die ganze Anlage wird also langsam nach aufien ge-
drangt (Fig. 10, 11).

Nach einiger Zeit beobachtet man einen merkwiirdigen Vorgang,
den wir am treffendsten als Umwallung der Stele schildern konnen.
Die Anlage der Stele verbreitert sich, man konnte im tibertragenen
Sinne von einem Plerom sprechen. Nach kurzer Zeit teilen sich die
Flanken rascher, wihrend die Mitte zuriickbleibt. Es ist eine Gabe-
lung der Wurzel, endogen angelegt, wie wir sie bereits beim Meristem
der Seitenwurzel kennen gelernt haben. Man konnte sagen, es ist die
endogene Anlage einer Nebenwurzel ,auf die Spitze geriickt. Der
Mittelteil hort auf zu wachsen. Es sind aus einer Stele zwei ent-
standen.

Das Rindengewebe erleidet eine dhnliche Verbreiterung, nur hinkt
sie etwas nach; des o6fteren kann man sogar einen EinriB in das
Rindengewebe beobachten. Die sich ausdifferenzierende Stele bringt
wieder als Schutz gegen das Eindringen der Bakterien einen Mantel
der eigentiimlichen Stidrkezellen hervor, wihrend in das herum-
liegende Parenchymgewebe Bakterien einwandern. Fig. 12 zeigt
eine solche umwallte Stele, von denen das Bakteroidengewebe zahl-
reich durchzogen ist. Durch Schnitte, die diese Stele oder die sie um-
gebenden Parenchymzellen treffen, entstcht der Eindruck von Bakte-
roidengewebeinseln, wie Fig. 13 sie zeigt, wiahrend tatsichlich das
ganze Bakteroidengewebe des Knollchens ein zusammenhangendes
Gewebe darstellt, durchzogen von diesen durch Starkezellen ge-
schiitzten Stelen. Zuletzt gabelt sich auch der Bildungsherd der
AuBenringe. Wiihrend sich das Wachstum des der Tragwurzel zu-
gewandten Knollchenmeristems genau so weiter verhilt, wie oben
geschildert, erlischt langsam die Produktion im anderen Gabelaste.
Durch die Titigkeit des neuen Knollchenmeristems sowie des Binde-
meristems entsteht also eine neue grofe ,Bakteroideninsel”, das
Knollchen wichst von der Wurzel ab, die Basis verbreitert sich er-
heblich (Fig. 7f, 10b). Diese Gabelung des Knollchenmeristems erfolgt
noch einige Male, bis auch hier das Anlegen des Bakteriengewebes
unterbleibt und nur noch Starkegewcbe gebildet wird, das also am

Schlusse des Knolichenwachstums innen und auBen das gesamte
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Bakteroidengewebe umfaBt. Die Stele biegt am Ende manches Mal
noch herum, und dadurch umfafit das Biindelchen auBen das Bakte-
riengewebe. Die Entwickelung des Knéllchens verlauft nun durch-
aus nicht so regelmaBig in den zwei Ebenen, die die Schemata 7 und
8 zeigen, sondern ist gegen die Horizontale und die Senkrechte ver-
schoben, man erhalt also stets Schnitte, die sowohl das Bakteroiden-
gewebe, abgesehen von kleinen Einbuchtungen, die durch das oben
genannte Abweichen der Stele hervorgerufen sind, als zusammen-
héangendes Gewebe, wie auch Inselbildung zeigen konnen. Ich mubBte
jedoch schematisieren, um die Entwicklung deutlich zeichnen zu
konnen.

Die erste Gabelung des Seitenwurzelmeristems (Fig. 7e) kann
mitunter den Anschein haben, als ob sich eine Adventivwurzel dicht
an der Spitze bildet. Ihr Teilungsgewebe bhildet zusammen mit der
meristematischen Zone des ,,Gallengewebes* das Knéllchenmeristem.
Es konnen auch von Anfang an zwei Stelen angelegt werden, die
Perizykelzellen gehen dann iiber zwei Hadromlinien in das Knoéllechen
ein, der oben geschilderte Iall ist mir aber am héaufigsten vor-
gekommen, weshalb ich ihn fiir die eingehendere Schilderung wihlte.

Die Entwicklung der perenniercnden Lupinenknollchen zeigtkeine
Abweichung, nur finden wir an den Seiten und an der Spitze kein
Erloschen des Meristems, dieses bleibt wihrend der Winterruhe un-
tatig und setzt fiir die nachste Vegetationsperiode den Bildungs-
herd fort.

Wenden wir uns jetzt der

Zytologie der Bakterienzellen
Zu.
Bei der Behandlung der Meristeme hatten wir hervorgehoben, dal
sich sehr bald eine michtige mittlere Rindenlage heraushebt.

Im Anfang ist sie nicht von der ebenfalls stark stirkefithrenden
Rinde auf beiden Seiten zu unterscheiden. Wiihrend die der Inter-
cutis wie die dem Biindel zu liegenden Stirkezellen auf ihrem Zu-
stande stehen bleiben, bilden sich die Zellen des Bakteroidengewebes
anders aus. Sie erzeugen zuniichst ein kriftiges Interzellularsystem
(Fig. 14). Eine ausgiebige Durchliiftung ist ja wegen der Zufuhr von
Atemluft und Stickstoff unbedingte Voraussetzung der Funktion der
Bakterien. Sauerstoff dient als Atmungsstoff und Kraftquelle fir die
Zuckerverbrennung der Bakterien.

Das Protoplasma behilt sehr lange die starke Farbbarkeit der
Embryonal- und Driisenzellen.  Die Kerne im Innern zeigen auch
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von Anfang an eine sonst nur bei ganz jugendlichen Meristemzellen
bekannte Merkwiirdigkeit. Sie besitzen einen iiberméBig groBen
Nukleolus. Er ist so groB, daB er von vielen Beobachtern offenbar,
den Zeichnungen nach zu urteilen, mit dem Zellkerne selbst verwech-
selt wurde. Die chromosomale Substanz und das ganze sonstige
Kerngeriist ist nur eine diinne Schicht.

Wenn sich solche Zellen teilen, und das findet, wenn auch selten,
bei der weiten Ausbildung der Bakteroidenzellen statt, so verlduft die
Kernteilung nicht ganz, wie wir sie sonst zu sehen gewohnt sind.
Sicher wird der Nukleolus nicki aufgelst, sondern persistiert, da-
gegen leitet er formlich die Teilung ein. Er wird quer durchgeschniirt.
Die Chromosomen sind neben ihm in dem dichten Plasma kaum zu
erkennen. Fiir das Studium der genauen Vorginge ist unser Objekt
leider deshalb wenig geeignet, wir schreiben daher das Folgende mit
allem Vorbehalte.

Die Kernwandung bleibt bei der ganzen Teilung vollig erhalten.
Es ist aber keine amitotische Kernteilung, sondern es kommen Chro-
mosomen zur Ausbildung. Sie lagern sich um den Nukleolus herum
und wandern an die durch seine Einschniirung gegebenen Pole. Bei
einer solchen Kernteilung nach Art einer ,,Promitose”, wie sie Pilzen
usw. eignet, konnen daher etwa schon in die Zelle eingedrungene
Bakterien nicht im geringsten storen.

Bei der Entstehung des primaren Infektionsherdes hatten wir das
Wandern der Bakterien von Zelle zu Zelle bereits eingehend ge-
schildert, auch bei dem sekundaren Bakteriengewebe findet es auf dem
Wege der Plasmastringe auf den Zellkern zu statt. Der Durchtritt
durch die Wand gelingt auf dem Wege der Plasmaverbindungen,
welche etwas erweitert angelegt erscheinen. Fig. 15 zeigt solche
Bakterienziige bei Lichtiiberflutung. Nochmals die Schilderung zu
wiederholen, halten wir fiir zwecklos, wir verweisen auf die Schilde-
rung der Primérinfektion.

Die Bakterien vermogen der raschen Ausgliederung der Wirts-
zellen nicht zu folgen und bleiben daher immer in einer gewissen Ent-
fernung, wihrend die abschliefenden Starkezellen auf beiden Seiten
bereits deutlich zu erkennen sind (Fig. 9). Wir sehen, dafB die
Pflanze nach dem ersten Hinausdridngen des primaren Infektions-
herdes durch diese Differenziation die Endophyten erfolgreich lokali-
siert. Die Bakterien dringen nicht wahllos in die Zellen ein, wo es
setwas zu holen gibt, sondern nur dahin, wo ein vorbestimmiter Bau
ihre Gegenwart ,erwiinscht erscheinen lift.
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Die junge Zelle bekommt von Anfang an eine grofe Masse von
Stdarke mit, die das ,,Betriebskapital* fiir die Stickstoffbindung dar-
stelt. Die Bakterien dringen durch die Plasmodesmen in Ziigen zu
3—4 nebeneinander, mit ihren Schmalseiten voran, in die Zelle ein
und wandern auf den Kern zu. Dieser verhilt sich vollig passiv, auch
vor dem Eindringen konnten wir an ihm keine Veranderungen wahr-
nehmen. Hier verteilen sie sich um den Kern, vermehren sich kraftig, .
wahrend andere in Ziigen der Plasmodesmen folgend weiter vor-
dringen (Fig. 15, 16, 17, 18b).

Bei der Vermehrung der Bakterien wird die Stirke langsam ver-
zuckert und verbraucht, was deutlich an Hand von Jodpridparaten
sichtbar ist: das langsame Abnehmen der Stirke von den nicht bis
zu jiingst infizierten bis zu den von Bakterien reich besetzten Zellen.

Bei dieser Verzuckerung regt sich der Zellkern nicht, hierin unter-
scheiden sich diese Vorgiange von denen in der Mykorhiza der Orchi-
deen usw., wo die Verzuckerung zur Anlockung der Pilze unter der
Fermentbildung im Kerne erfolgt. Dort trifft man eine Kdrnchen-
abspaltung an, hier dagegen nicht. Fig. 16 zeigt eine solche Zelle, wir
sehen deutlich, daB die Stiarke noch vorhanden ist, wenn die Bakterien
eingedrungen sind. Wiahrend der weiteren Vermehrung der Bakterien
und dem Verbrauch der Stiarke ruht der Kern vollig, die Zellen sind
ungemein dicht von den Symbionten erfiillt, der Kern liegt meistens
seitlich, der Riesennukleolus ist ohne Hof von der diinnen Kernwand
umgeben. Fig. 18 zeigt die Kerne junger Bakteroidenzellen, b im Ver-
gleich mit einer Stdrkezelle, a hei gleicher Vergroferung.

Das Bild bleibt nun stehen, es erfolgen keine weiteren Wand-
lungen. Die das Zellinnere dicht erfiillenden Bakterien konnen ihre
Bakteroidengestalt annehmen. Ob bei diesen ,Degenerations-
formen auch eine Art Phagie vorkommt — wir erinnern nur an die
von Beverinck und anderen Forschern beobachteten ,Bldschen-
bakteroiden* — haben wir nicht untersucht, wie zweifellos das Stu-
dium der Entwickelung zu Bakteroiden manches Neue ergeben wiirde.
Mit dieser Umwandlung in den alteren Teilen des infizierten Gewebes
geht das Wachsen und Infizieren neuer Teile an den Flanken des
Knollchens fort, so dal man in den Schnitten aus dieser Zeit meistens
die Sekundirinfektion hinter den Meristemen, wie auch die Bakteroi-
denbildung zugleich zu beobachten vermag. Nach einiger Zeit, bei
33 bis 31 des Wurzelumfanges, hirt der Neuzuwachs auf, das Knoll-
chen hat seine endgiiltige Ausbildung, scine . Reife®, erreicht. Bei
perennierenden Pflanzen dagegen erloschen die Meristeme nicht, sie
ruhen wahrend der Ruhezeit der Wurzel. im nichsten Jahre findet
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ein neues Wachstum statt, so dafl die Pflanze auch im nachsten Vege-
tationsjahre die Moglichkeit hat, junge Knollchen an die alten heran-
zusetzen. Eine Neuinfektion der Tragwurzel mit den im Boden
lebenden Bakterien kann ja aus den oben angefiihrten Griinden bei
einer alten Wurzel nicht mehr stattfinden. Diese geschilderte Ent-
wickelung geht bis zur Bliitezeit.

Die Zytologie der ,Verdauung“

Mit Eintreten und Fortschreiten der Bliite beobachtet man Ver-
anderungen, die in den Nuklei vorgehen. Das starre Kerngeriist ver-
schwindet, der Kern nimmt lappenférmige, amoboide Formen an. Der
Nukleolus sondert erst eins, dann mehrere feste Korperchen ab, die
kleinen Nukleolen gleichen, dagegen nicht die Zentralvakuole besitzen.
Diese Korperchen wandern langsam im Zellkern bis an die Grenze
der amoboid gewordenen Kernwand (Fig. 19), wandern ferner meistens
in die pseudopodienéhnlichen Fortsatze, durchdringen die Kernwand
und verteilen sich langsam im Protoplasma und der Bakterienmasse,
dem ,,Mykoplasma* Franks (Fig. 20, 21). Wie ich im methodischen
Teile erwihnte, hatte ich Knéllchenschnitte auf Karbolgelatineplatten
von Anfang der Kultur an in gleichen Zeitraumen ausgelegt, um beim
Eintreten der Verfliissigung der Gelatine das Auftreten der die Bak-
teroiden auflésenden Fermente kontrollieren zu kénnen, bei gleich-
zeitiger anatomischer und zytologischer Kontrolle der Priparate. Zum
ersten Male zeigten die aus diesem oben geschilderten Entwicke-
lungszustande entnommenen Schnitte Verflissigung der Phenol-
gelatine. Ich war also gezwungen, die AusstoBung der Koérperchen
aus dem Zellkerne mit der Verfliissigung in Verbindung zu setzen.
Ein Glyzerinauszug dieser Knéllchen zeigte ebenfalls Verfliissigung.
Um die aus den ,,Pseudopodien* des Kernes ausgestoBenen Korper-
chen beginnt sich mit deren allméhlichem Verschwinden ein leerer
Raum in der dicken undurchsichtigen Bakteroidenmasse auszubreiten
(Fig. 22—26), und zwar in demselben MaBe, wie diese Korperchen
verblassen und schlieBlich die Konturen verlieren. Versuche, diese
Vorginge zu photographieren, verliefen leider nicht gliicklich. Der
Nukleolus ischeidet immer aufs neue Koérperchen ab, die Kern-
wandung verschwindet vollkommen (Fig. 27, 28a), der Nukleolus
wird immer kleiner, verschwommen und blasser, endlich ist die Zelle
nur noch von einer gleichmiBigen Fliissigkeit angefiillt, in der man
zahlreiche Bakteroidenreste sowie einige wenige Reste oder Bruch-
stiicke des Nukleolus oder seiner Korperchen bemerkt (Fig. 23b)
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Die Verdauung der Bakteroiden ist beendet mit dem Wachstum
der Friichte, man findet nur noch breiige, weiche Knollchen, die lang-
sam einschrumpfen. Ich modchte hierbei an die Arbeit MaTtriroLos
(68) erinnern, der zeigte, daB bei fortgesetzter Exstirpation der
Bliiten einiger Papilionaceen die Knollchen prall und fest blieben.
auch in ihrer GroBe eine Zunahme erfuhren, wir werden ohne
Zweifel auch bei dieser Erscheinung Gesamtbeziehungen in der
ganzen Pflanze anzunehmen haben.

Es erhebt sich nun die Frage, wohin gelangen die Stoffe, die aus
dem Verdauungsvorgange resullierten? Die Stoffe miissen in die
GefaBbindel abgegeben werden. Nabei miissen sie die das Bakteroiden-
gewebe umscheidende  Stiarkezellenschicht durchdringen. Die
Zellen fiihren in diesem Zustande keine allzu starken Wandungen,
sind somit passabel. Frank hat in diesen Schichten sowie in den
GefiBlen bei Behandeln mit konz. Alkohol Asparaginkristalle gefun-
den; wir glauben daran, weil dieser Stoff und wohl daneben noch
andere die ,Leitungsform'* der EiweiBstoffe, zum mindesten bei den
Leguminosen, darstellt. Das GefaBlbiindel hat bis zu dieser Zeit noch
in der Endodermis das Primirstadium mit einem allseitig offenen
Caspary-Zustand der Zellen, dadurch ist sowohl die Abgabe von
Stoffen aus dem Biindel, wie auch das Eintreten von solchen gegeben.
Die Abgabe von Stoffen hoheren Nahrwertes halten wir aber nach der
Besiedelung mit Bakterien fiir nicht vorhanden, da sonst’ die Endo-
phyten in der Umgebung der Zuleitungsstringe viel zahlreicher vor-
kommen miifiten; davon ist nichts zu bemerken. Dagegen ist an eine
Abgabe von Stirke und sonstigem .Brennmaterial' vor der Besiede-
lung mit Bakterien sehr wohl zu denken, denn diese Massen von
solchen Stoffen kénnen nicht alle im Embryonalzustande der Zelle
hincinbefordert worden sein. Wir werden ferner den Abtransport der
wihrend der Lebenstiitigkeit der Bakterien entstehenden N-Verbin-
dungen als Aufgabe des gut ausgebildeten GefiBsystems anzunehmen
haben, schreiben viele Forscher doch diesen Produkten einen hoheren
N-Gewinn fiir die Pflanze als den aus der Auflisung der Bakteroiden
resultierenden zu.

Bei der Resorption der Verdauungssifte in das Biindel beobachtet
man  ein Auflockern und  teilweises Losen der  Bakteriengewebe-
zellen.  Das muf} aber noch unter der Fermenteinwirkung der Kerne
der Zellen selbst erfolgen. denn es erscheint. ehenso wie die Verdauung
selbst, von den Biindeln entfernt, die fernen Zonen geben somit ihr
Material zuerst ab. Wir moéchten daran crinnern, dafl das im Grunde
genommen volllz einem sich entleerenden  Reservebehilter  gleicht,
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auch bei einem solchen erfclgt die Losung in den vom Ableitungs-
gewebe fernen Zonen zuerst, Hierbei sind die Zellen um das Biindel
noch als Vermittler tatig.

Die Zellwandungen des Bakteroidengewebes lassen mit Jodjod-
kali in ihren Wandungen nach Beseitigung aller storenden Stoffe
eine leichte Blaufarbung erkennen, wir miissen dabei die Diinne der
Wandungen beriicksichtigen, Sind die Zellen zusammengepreBt, so-
mit die Schicht der Wandungen dicker, so wird die Blduung deutlich.
Hiernach ist anzunehmen, daB es sich in den Wandungen um Mem-
branen handelt, die dem , Amyloid‘““~-Zustande nahestehen, einer
fermentativen Einwirkung also leichter als reine Zellulose zuganglich
sind; eine zum mindensten teilweise Losung der Wandungen wird
dadurch verstandlich.

Die Losung der Bakteroiden wendet sich gegen die AuBenrinde
rascher als gegen die Biindel, es entstehen dabei groBe Loécher im
Knollchen. Kurz bevor die Stiarkezelle der AuBenrinde erreicht ist,
vollziehen sich chemische Umsétze in der Stdrkeschicht, die Starke
wird verzuckert, sofern nicht schon eine Verarbeitung vorher statt-
gefunden hat. Ob diese schon vorher verbrauchte Starke zur Ver-
festigung der AuBenrinde verwendet oder zum Teil den Bakterien zu-
gefiihrt wurde, lassen wir offen, man kann sich jedenfalls beides sehr
gut vorstellen. Der letzte Rest der Stiarke wird jetzt fiir die Auflage-
rung von Suberinlamellen auf die Zellwandungen verbraucht, sie er-
folgt nach Art einer Intercutisbildung in 2—3 Zellen, in denen allein
noch Starke gelagert hatte, man konnte hier von Umbau-Sparstiarke
sprechen.

Dieselbe Art des Abschlusses befolgen auch die Starkescheiden
um die Biindel, sobald die verdauten Zellen an sie herangeriickt sind.
Der Vorgang beginnt der Aullenwand des K‘nbllchens gendhert und
geht langsam gegen die Tragwurzel. Damit wird das Bakteroiden-
gewebe an den nicht perennierenden Zonen vollig abgeschlossen, es.
bleibt ein leerer Korkbeutel zuriick, das ganze Biindel wird zum Ab-
sterben gebracht, und damit verlieren die Auflenzonen des Knollchens
ihre Nahrungszufuhr. Bei perennierenden Knéllchen erleiden diese
Umwandlungen aile Zonen, aufler den jiingst angelegten. Hier wird
ein Teil des Bakteroidengewebes, welches gerade infiziert ist, gegen
das entwickelte Bakteriengewebe durch eine Korkzone abgeschlossen
(Fig. 29), die durch eine nur einseitize Auflage von Korklamellen
auf die Wandungen gegen die zu verdauenden Zellen hin gebildet wird.

Die Vermehrung der iiber die Verdauung hin in den Meristemen
aufbewahrten Bakterien ist nur schr gering und wird in der Ruhe-
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zeit ganzlich unterbunden, es grenzen an die infizierten Zonen dicht
mit Starke erfiillte spiatere Bakteroidenzellen, die trotzdem eine In-
fektion nicht erkennen lassen, diese erfolgt erst wieder nach der Ruhe-
zeit. Wir werden daher schliefen konnen, daf nicht die Bakterien
die Infektion bestimmen, sondern die Pflanze hierzu die Méglichkeit
gibt. Das Austreiben solcher ,Knéllchenknospen im Friihjahr
erfolgt genau wie das oben geschilderte Wachstum, die Folge ist die
Gegenwart zweier Knollchen, die zwischen sich einen verschrumpften
Korkbeutel lassen, die in diesen miindenden Strange sind durch
‘Wundkorkbildung abgeriegelt worden. Wir finden daher diese
Kngéllchen warzendhnlich mit ihrer Héckerform. An ganz jungen
Whurzelteilen finden sich immer im Herbst noch jugendliche Knoll-
chen, natiirlich weitaus in der Minderzahl. Diese bleiben vollstindig
von Verdauungserscheinungen verschont und verharren bei peren-
nierenden Lupinen auf diesem Zustande bis zum néchsten Jahre oder
gehen an einjahrigen Pflanzen mit der Wurzel zugrunde, das ist dic
einzige Moglichkeit, bei der ich das Zuriicktreten der Bakterien in
den Boden beobachten konnte. Sonst habe ich nie finden konnen, da8
Bakterien in reichlicher Zahl dem endlichen Schicksal, das die
Pflanze bestimmt, entgehen konnten.

Wir haben hiermit die Knoéllchenentwickelung bis an ihr Ende
verfolgt. Es ist uns gelungen, die Produktion von Fermenten aus
dem Zellkern in ganz eindeutiger Weise mit der Auflésung von iiber-
groflen Nukleolen zusammenbringen zu konnen. So reizend es wire.
die Parallelen mit anderen Fermenterzeugungen im Pflanzenreiche zu
ziehen, so vollig gleichend manche Beobachtungen an Insektivoren-
driisen, an Orchideenwurzeln u. a. sind, so wollen wir doch darauf
verzichten, es wiirde unsere Arbeit zu sehr anschwellen, ohne doch
wirklich Neues hinzuzufiigen. Auch meine Arbeit ist in dieser Hin-
sicht ein Glied in der Kette der Untersuchungen iiber die Rolle des
Nukleolus als Fermentdepot. Ich weise auf die Besprechung der
Arbeit Krteers (85) durch Ziecexspeck (86) hin, wo er die Theorie
entwickelt, und gleichzeitig die Voranzeige meiner Befunde in dieser
Hinsicht mitgeteilt werden.

Zusammenfassung
1. Das Bacteriwm radicicola dringt in die junge Wurzel durch
amyloide Membranstellen der primiren Wurzelrinde ein und ver-
mehrt sich dort.
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2. Durch den Reiz der Endophyten entsteht durch rasche Zell-
teilungen in der primédren Rinde der Tragwurzel eine Vorwilbung
(Galle).

3. Die sich bildende Vorwélbung regt eine ruhende Seitenwurzel-
anlage zum Austreiben an. Diese stoBt vor und drangt das Gallen-
gewebe, den primaren Infektionsherd hinaus. Die Bakterien wachsen
in Ziigen auf dem Wege der Plasmodesmen in die durch die ,,Gallen-
meristemzone* neugebildeten Parenchymzellen hinein und vermehren
sich dort. ‘

. 4. Das Meristem der vorgetriebenen Seitenwurzelanlage gabelt
sich und wéchst an den Flanken weiter. Es verschmilzt mit der
meristematischen Zone des primiiren Infektionsherdes und bildet das
Knollchenmeristem, das sich allseitig vermehrt.

5. Das Knollchenmeristem erzeugt parenchymatische Zellen, die
sich in Collenchym, Stidrkezellenschicht, Bakteroidengewebe, Stdrke-
schicht und Stele ausgliedert.

Der AnschluB an die Tragwurzel wird durch eine meristematische
Verbindungszone mit dem Cambialgewebe der Wurzel, dem Binde-
meristem erwirkt. Dieses bringt parenchymatische Zellen, ,das Fiill-
gewebe*, hervor.

6. Das Knollchenmeristem gabelt sich, der den Bakterien zu-
gewandte Ast wird ,umwallt*. Die Bakterien vermégen dem Ver-
wachsen der Meristeme nicht zu folgen und werden durch die Anlage
der Starkezellenschicht in einem zusammenhangenden Gewebe, das
von isolierten Stelen durchzogen ist, erfolgreich lokalisiert.

7. Die Meristeme erloschen bei den einjihrigen Pflanzen, die
Stelen umfassen das Bakteroidengewebe auBen. Bei perennierenden
Lupinen bleiben die Meristeme erhalten, um im néichsten Vegetations-
jahre durch neues Wachstum die neuen Knélichen hervorzubringen.

8. Die Bakteroidenzellen werden mit sehr groBen Nukleolen an-
gelegt und erhalten sehr viel Stirke mit, die wahrend des Wachstums
der Bakterien aufgebraucht wird.

9. Zu Beginn der Bliitezeit treten von den altesten Teilen des
Bakteroidengewebes aus eigentiimliche Kernverdnderungen auf. Der
Kern wird lappig und nimmt améboide Formen an. Der Nukleolus
gliedert Korperchen aus, die sich in dem Kern verteilen und in die
,,Pseudopodien* des Kernes wandern.

10. Die Korperchen gehen durch die Kernwand, in diesem Zeit-
punkte tritt Verfliissigung von Karbolgelatine ein. es treten Verdau-
ungsfermente auf. '
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11. Die Korperchen verteilen sich, l16sen sich allmahlich auf unter
Losung der Bakteroiden.

12. Der Nukleolus scheidet immer aufs neue Korperchen ab, wird
kleiner und verblaBt vollkommen, wenn der Inhalt der Zelle in eine
homogene Fliissigkeit umgewandelt ist.

13. Die Zellsiafte werden durch die GefaBe abtransportiert unter
teilweiser Losung und Zusamimenpressen der Zellwandungen des
Bakteroidengewebes. Die Stiarkezellen bilden eine Suberinlamelle aus
und schlieBen das entleerte Bakteroidengewebe dicht als Korksack ab.

14. Die GefdaBe werden abgeriegelt und gehen mit den entleerten
Kndllchen zugrunde.

15. Bei perennierenden Pflanzen werden die Meristeme mit
darin enthaltenen wachstumsfahigen Bakterien durch eine auf die
Zellwandungen aufgelegte Korklamelle abgeriegelt und so vor den
Zersetzungserscheinungen bewahrt. Aus ihnen geht im néchsten
Jahre das neue Knollchen hervor.

Abstract

1. The Bacterium radicicola enters into the voung root through the amyloid
membrane spots of the primary root epidermis, and there it propagates.

2. Through the stimulus of the endophyte, by a quick cell division in the
primary cortex of the principal root. there originates a bump-like swelling (gall).

3. The thus forming bump stimulates a resting lateral root-meristem to sprout.
This pushes forward and expels the gall tissues, the primary hearth of infection.
The bacteria grow in lines. in the way of the plasmodesmes, into the parenchym
cells, newly formed by the ..gall meristem zone“, and there they multiply.

4. The meristem of the sprouted lateral root primordium now forkes itself
and growth further to the flanks. It joines the meristematical zone of the primary
hearth of infection and forms the bulblet meristem which multiplies in all di-
rections.

5. The bulblet meristem forms parenchvmatical cells which separate into
collenchym, starch cell layer, bacteroid tissue, starch laver, and vascular bundels.
The connection with the principal root is caused by a meristematical connective
zone with the cambial tissue of the root, the connective meristem. This again
brings forth parenchymatical cells, the .plerome®.

6. The bulblet meristem forkes itself. the branch turned to the bacteria,
becomes healed over. The bacteria are not able to follow the growing forth of
the meristem and are localised by the forming of the starch cell laver in a con-
nective tissue which is traversed by isolated steles.

7. The meristems die away in the annual plant. the steles surround the
bacteroid tissue from outside. In the perennial lupines the meristems remain
preserved in order to produce additional bulblets in a new growth of next year's
vegetation.
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8. The bacteroid cells are formed with very large nucleoli and receive
at the same time a large supply of starch which is used up during the growth
of the bacteria.

9. In the beginning of the florescence there appear peculiar changes of the
nucleus from the older parts of the bacteroid tissue. The nucleus grows lobated
and takes an amoeboide shape. The nucleolus divides into little corpuscles which
get into the nucleus and invade the ,pseudopodies” of the nucleus.

10. The corpuscles go through the nuclear membrane, at the same time
happens a liquefaction of carbol gelatine, there appear, therefore, digestive
ferments.

11. The corpuscles divide and gradually dissolve during solution of the
bacteroides,

12. The nucleolus constantly expels new corpuscles, is getting smaller and
fades completely when the cell volume has been changed into a homogeneous
liquid.

13. The cell-saps are removed by the vascular bundles during a partial
solution and compression of the cell walls of the bacteroid tissue The starch
cells form a suberin-lamella and closely shut up the emptied bacteroid tissue as a
cork sac.

14. The vascular bundles are cut off and die with the emptied bulblets.

15. In the perennial plants the meristems with their contents of living bac-
teria are shut off by a cork lamella, put on to the cell walls, and in this way are
protected of decay. From them new bulblets will arise next year.
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