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Azotobacter—Sfugien.
Von ILUDWIG NIEMEYER (Miinster).

Die vorliegende Arbeit ist in zwei Abschnitte gegliedert. Der erste, Ckolc-
gisch-pflanzengeographische Teil behandelt das Vorkom:nen des Azotebacter in ve.
- schiedenen Bdden und die Bedingungen, die fiir sein Gedeihen ausschlaggebend sind.
Im zweiten, morphologisch-entwickelungsgeschichtlichen Teil sollen ausssr der Er-
gebnissen einiger &lterer Arbeiten besonders die in den letzten Jahren von LOHNIS

verdoffentlichten Befunde gepriift und diskutiert werden.
| KRSTER TEIL.

Im Jehre 1901 verdffentlichte BEIJERINCK (3) eine Arbeit {iber "Oligonitrophi-
le Urganismen® und beschrieb darin einen neuen Schizomycsten, den er Azotodacter
ciiroococcwn nannte. Selr selten war dieses Bakterium offenbar nicit, denn sein Ent-
decker fand es in gllen fruchtbaren BSden, in Sande der Meeresdiinen, im Wasser d.
Kanals zu Delft, aber nicht im Heidesand. Die niichste Zeit hindurch wurde Azcto-
bacter an den verschiedensten Orten der Erde gesucht und auch gefunden. Es sei
verwiesen auf die Arbeiten von KOCH (45), GERLACH und VOGEL (29), FREUDENREICH
(26), BENECKE und KEUTWER (4), KEUTNER (44), REINKE (75), HUGO FISCHER (33, 34),
THIKLE (87), KCCi (47) und STOKLASA (83). o

Gegeniiber der’ sehr grosser Zahl der Bdden, die 4zotobacter enthielten, traten
die Angaben iiber sein Fehlen zunichst sehr zuriick (3, 24, 43). :

CHRISTENSEN wandte sich 1907 gegen die Ansicht von der ganz allgemeinen Ver-
breitung des Azotobacter. Nach ihm ist fiir das Vorkommen dés 4zotobacter'ein Ge-
halt des Bodens an CaCOz und Phosphorsiéure Bedingung. Der giinstige Einfluss des
Kalkes war schon frijher erkannt -durch FISCHER (22), HEINZE (34), REMY (7E), SCHNFI-
DER (8C), aber doch nicht in der Weise ausgewertet. Wenn KOCH (47) und PILLAI (71)
nach CaCOz-Gaben keine oder mur vereinzelt eine FSrderung feststellen konnten, so
ist in den Fillen wohl zu bedenken, dass beide mit Bbden arbeiteten, die an sich
nicht kalkbediirftig waren. In gleicher Weise wird es zu erkléren sein, dass LOLL
(66) im Gegensatz zu CHRISTENSEN keine férdernde Wirkung einer Kalk-Zufuhr fest-
stellen konnte. DZIERZBICKI (17) vertrat wieder die Ansicht, dass Azotobacter in
Bbden ohneé *assimilierbaren® Kalk nicht wiichse. o '

Die niichsten 10 Jahre brachten eine Reihe von Untersuchungen iiber das Vorkom-
men des Azotobacter, ohne dass dabei.auf seine Lebensbedingungen niher eingegan-
gen wurde. BOTTOMLEY (6) fand ihn.in der Algenzoné der Wurzelkndllchen von Cycas,
LIPMAN (35) in Bdden Californiens bis zu 4 Fuss Tiefe, nicht in Wisten und hums-
armen Weingarten-Bden, anch nicht in manchen fruchtbaren Boden. HUTCHINSON (37)
lieferte den Nachweis von Arotobacter in tropischen Gegenden, PEXLO (69) an Adia-
baena, JONES (39) in verschiedenen Bbden bis zu 30 Zoll Tiefe. Nach WALTON (89)
komat er praktisch in allen Bdden Indiens vor. HERM. FISCHER (19)suchte ihn mit
Erfolg an griinen Pflanzen in Fischteichen, BURGESS (8) konnte in 25 von 30 uuter-
suchten havayischen Biden Azotobacter nachweisen. LIPHAN und BURGESS (56) schrie-
ben 1916, Azotobacter-Organismen seien ®far from being universally distributed".
Hoclunoor-Proben wzren bei ARND (1) alle negativ. In Bezug euf eine Symbiose zwi-
schen 4zotobacter und griinen \Wasserpflanzen kam HERM. FISCHER (20) 1916 zur ver-

- neinenden Ansicht und riet erneute Priifung an. 3

Bine andere Reihe von Arbeiten berijhrt die von CHRISTENSEN 1907, anggscinitte-
ne Frage. CHRISTENSEN und LARGEN (11) beniitzten den Azotobacter als Indikator auf
Kalk-Bedarf eines Bodens: in kalk-bediirftigen Bdden war kein 4zotobacter, in kalk-
reichen wuchs er gut. RITTER (77) untersuchte lioch- und Niederungsmoore. Eine Re-
lation zum Kalkgehalt konnte er nicht feststellen. Nach CHRISTENSEN (12) ist das
Fehlen des Azotobacter in Hoch— und Niederungsmoor-Torf bedingt durch das Fehlen



348. Niemeyer, Azotobacter-Studien.

Lasischer Stoffe. WEIS und BORNEBUSCH (9C) fiihrten das seltene Auftreten des Bac-
teriwas in didnischen Waldbdden auf Mangel an CaC0s zuriick. LOEW (57) fand in sa-
ren Tonbdden wenig, in stark sauren keinen 4rzotobacter. In gekalkten Parzellen
wi.chs er besser. rFRED und DAVENPORT (25) haben ihm grosse Empfindlichkeit gegen-
iber der Rezktion des Bodens zugescihrieben, "CAINEY (27) kam zwa gleichen Resultat:
Reaktion und CaCOz sind fiir die Entwickelung massgebend. CHRISTENSEN (13) stellte
fiir die Reaktjon und das Auftreten des Avotobacter folgende Cesetzmissigkeit aul:
sauer - sehr selten; neutral - selten; schwach alkalisch -~ h&ufig; alkalisch -
fast inmer; stark -alkalisch - immer. JONES und MARDOCH (42) erkldrten ilre nega-
tiven Befunde bei sandigen Béden durch die Armut an organischen Stoffen, bei
wgtate scils® durch den sauren Charakter. PICHLER (70) fiihrte das Fehlen des A:or
todacter in verschiedenen Boden allgemein auf die gegebenen Bodenverhidltnisse zu-
riick und hielt deshalb eine Bakterien -Zufuhr fiir zwecklos.

Von @lteren Arbeiten iiber Bodenimpfung sind folgende zu nennen: KOCH (45, 46),
STUTZER (86), GERLACH (28), HEINZE (34), CHRISTENSEN (10), LIPWMAN (54), STOKLASA
(83). Nach ihnen verspricht eine Acotobacter -Zufuhr Erfolg, wenn gleichzeitig
ein giinstiges "Bodenklima® geschaffen wird. In den drei letzten Arbeiten ist dazu
eine Kalk-Diingung gefordert. BOTTOMLEY (5) erreichte durch Zufuhr von dzotobacter
und Pseudomonas bel Avenaund Galtonia gute Resultate. STRANAK (85) hatte die
besten Ergebnisse, wenn er Azotobacter aus Roh- und Reinkulturen in glukoseheolti-
gen Boden und dann drst in den zu impfenden Boden brachte.

Um zu der Frage des Vorkommens von Azotobacter einen Beitrag zu liefern, ha-
be ich verschiedenartige Bdden untersucht. Es wurde festgestellt, ob die deen
Azotobacter enthielten, ihre Regktion und ihr Kelk-Gehalt ermittelt, ferner die
Wirkung einer Impfung mit Acotobacter—Rohkultur ohne und mit glelchzeitlger Za-~
gabe von CaCOz an Kulturen in Glaskolben beobachtet.

Fiir die Entnahme der Bodenproben wurden Priparatengliser mit Watte verschlos-
sen, die (ffnungsseite mit fest anliegender Papierhiilse bedeckt und danh im Tro-
ckenschrank 30 Minuten auf 160° erhitzt. An Ort und Stelle wurden Papierhiilse u.
wattebausch abgezogen und das Glas in der  gewiinschten Tiefe, gewdhnlich 5 cm (81)
in den Erdhoden gebohrt. Nach so erfolgtem Filllen war das Glas wieder mit Watte-
bausch und Papierhiilse zu bedecken. Bei ausgehobenen Ldchern wurde ein Stiick der
Wand mit sterilem Objekttriger ausgebrochen und an der dadurch blossgelegten
Stelle die Probe entnommien. Auf diese Weise glaube ich die Infektionsgefahr auf
ein Kinimum herabgesetzt zu haben.

Bis auf wenige Ausnahmen wurden die Untersuchungen in den Monaten Marz bis Mai
eusgefilirt, nach den Literatur-Angaben (43, 50, 60) in der giinstigsten Zeit.

Fir die Kulturen, die zum Nachweis von 4zotobacter im Boden dienen sollten,
spiter kurz Nachweis-Kulturen genannt, wurde zuniichst die von BEIJERINCK angege-
bene Nihrlésung ( 2 g Mannit + 0,02 g KoHPO4 + 100 ccm Wasser) verwendet, 25 ccm
in Brlenmeyer-Kolben bei 1,56 Atm. im Autoklaven sterilisiert und mit 2,5 g des
zu untersuchenden Bodens* geimpft Dass auch dabei “die Infektions-Gefahr moglichst
eingesachrdnkt wurde, ist selbstversténdlich. Alle Kulturen sind im Brutschrank
bei + 30° gezogen. Kontrolliert wurde tdglich vom 2. bis 5. Tage makro- und mikro-
skopisch.

Bei der genaueren Untersuchung der Bdden wurden mit jeder Probe zwei bzw. drei
Kolben geinpft. Es enthielt der erste die oben angegebene Nihrldsung + 0,5% CaCOz,
der zweite die NihrlBsung ohne, der dritte wieder mit CaCOz. Der zweite und drit-
te Kolben wurden mit einer Platin-Use A4rotobacter-Rohkultur geimpft. Kolben 1
musste Aufschluss geben {iber das Vorhandensein des Azotobacter in dem betreffender.
Boden, Kolben 2, wenn 1 negativ gewesen war, ob der Boden selbst fiir Asotodacter
nehr oder weniger schiéidlich sei, Kolben 3, ob die Wirkung in Kolben 2 durch die
CaC03-Gabe behoben werden konnte. Ausgedruckt wurden die Grade der Azotolacter
Entwickelung nach CHRISTENSENs Vorbild durch Zahlen O - 4. Dabei bedeutet 0 4zo —
tobact.fehlt, die Kultur ist megativ, 1 4zotobact. ist nur mikroskopisch nachzu-
weisen, 2 Flockenbildung, 3 diinne lHaut, 4 starke Haut.

Fiir die Bestiivung der Reaktion der Bidden kamen die Methode CHRISTENSEN (14,
15) und WIERRY (91) zur Anwendung. Verglichen wurde das Verfahren nach CCLBER (1€ .
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Als Indikator ist im ersten Falle Lakmustinktur (MERCK) zur Anwendung gekom-
men. Reagenzg.iser wurden beschickt mit 2,5 g Doden, 100 ccm aq. dest: und 0,5
cem Lakpustinktur, mit Korkstepfen verschlossen kraftig geschiittelt und zum Kla-
ren iiber Nacht an einem kithlen Ort aufgehoben. Am anderen Tage liess sich die Re-
aktion nach der Ferbe der im oberen Teil meistens klaren Fliissigkeit unter Ver-
gleich mYt einer auf neutrale Reaktion eingestellten Vergleichs-Ldsung beurteilen.
Unbrauchbar wird die Nethode, wenn es sich um reine Lehmbdden handelt; Klarung -
tritt dann nicht ein, oder erst nath Tzgen. Von einer richtigen Beurtellung kann
dann natiirlich keine Rede mehr sein. Ausserdem diirften die kolloidalen Stoffe des
‘Lehnibodens auch auf den Lakmus-Farbstoff bindend wirken (82, 2). Etwas lisst sich
diecer Iangel dadurch beseitigen, dass man den Boden mit ag. dest. ausschiittelt,
stchen 1&sst, an andern T2z die oberste am stdrksten geklidrte Schickt zbgiesst o-
der abpipettiert und dann erst die entsprechende Menge Lakmus zusetzt. In den meis-
ten Fdllen ergibt sich dann eine annehmbare Desutlichkeit der Reaktion. Zusftze Ve
ugS0, oder dialysierbarem Eison (14, 32) sind wegen der Gefahr einer Reaktions-
Beeinflussung mit Vorsicht anzuwenden. 3ie hatten keine bafriedigende Wirkung.

Durch die Methode von WHERRY wird die aktuelle Aziditdt eines Boden-Extrakts -
gemessen, susgedrickt in pH. In kleinen Glaszylindern mit eingeschliffenem Stopfen
warden 2 g Boden und 20 com aq. dest. kriftig geschiittelt und bis zum nichsten Te-
20 an einem kiihlen Orte aufbewahrt. Die Indikatoren, ihre Bereiche und jeweiligen
Farben sind aus der bei ARRHENIUS (2) gegebenen Tabelle zu ersenen. Bei der pl-
Bestimmung wurden aus der obersten Schicht des Boden-Exiraktes- @inige 'ropfen
auf eine Porzellan-Palette gebracht und ein Tropfen Inmdikator zugesetzt. Erleich-
tert wird die Bestimmung dadurch, dass die Bereiche der Indiketoren sich zum Teil
iiberdecken. Bei Anwendung einer immer gleichen Tropfenzahl lids$t sich mit Hilfe
dieser Methode eine Genauigkeit erreichen, die, wenigstens bei alltéglichen Be-
stimmungen, bei denen.die eiste Dezimale nmur angendhert angegeben wird, nichts zu
wiinschen i{brig l4dsst: Zur Bestimmung der Aziditédt von NEhrldsungen ist djieses
schnell und einfach zu handhebende Verfshren such sehr gut geeignet.

" Nach COMBER (16) warden 2 g Boden im Reagenzglas mit 5 ccm einer L¥sung von
40% Rhodankalium in 96% Alkohol geschiittelt. Eine Rotfirbung bezeugt Kalkmengel
und saueren Chargkter. Dasg Verfahren ist zuniichst mar fiir saure Bdden geéignet,
nach Zusatz von Eisenchlorid zum Indikator such fiir alkalische (27 a). Eine Ent-
farbung deutet dann je nach der Stdrke den nalkgehalt an. Die Reaktionen nelmen.
bis zum vollsténdigen Ablauf einige <Zeit in Anmspruch. Die Arbeitsweise bietet kei-
ne Schwierigkeit. Handelt es sich jedoch um ausgesprochen eisenhaltige Bdden, 8o
weichen die Ergebnisse von denen nach WHEBRRY ziemlich erheblich ab. -

Einen gewissen Aufschluss {iber den CaCOz-Gehalt eines Bodens gibt die Siure-
probe (11), die darin besteht, dass eine kleine Menge Boden mit HC1 {ibergossen
wird. Aus dem mehr oder weniger heftigen Aufbrausen lésst sich ein Schiusa auf d.
CaCCz~Gahalt ziehen. Um dieser sehr rohen Methods-wenigetens das rein subjektive
Mass fiir den Grad des Aufbrausens zu nehmen, habe ich die Bodenprobe (5 g)- in
kleinen Gas-Entwickelungsflaschen mit HC1 dbergossen. Die SHure wurde in gradu~
ierten Biiretten liber CCy-gesdattigtem Wassér sufgefangen.

Tagbelle 1. = In der ersten Cruppe der Tabelle 1 sind 4 Untersuchungen von
Proben aus dem botanischen Garten zu Minster aufgefiihrt. Diese, wie auch alle an-
dern von Beeten des boten. Gartens angesetzten Kulturen, zeigten éine idppige Azo-
tobacter-Vegetation. Auf die begleitenden Organismen will ich im andern Teil der
Arbeit eingehen. Hervorgehoben sei nur das Auftreten sehr vieler Amdben in diesen
Kulturen. _

Die gweite. Gruppe enthilt Bodenproben aus dem Teutoburger Walde. Die Bdden wa-
ren gut gepflegt und nach Aussegen des Besitzers sehr ertragreich. In allen Kultu-
ren bildeten sich starke dxoiodbacter-HBute. Am iippigsten war die Entwicklung aus
der Erde des Erdbeerbeetes, daran schlossen sich 6, 7, 5 nach der Stérke geordnet
an. Die Unterschiede waren gering.

Ein ganz anderes Bild lieferte das ndrdlich von Miinster gelegene Heidesandge-
biet der Kbrheide. Pogitiv waren 1. ein in dieser Gegend angelegtes Rieselfeld,
aber sehr schwach, nach Zusatz von CalOz wurde die Entwicklung erst kraftiger; 2.
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ein fiegeleiteich, der in kalkhaltiger Bodenschicht liegt, die sich unter der iei-
de-8ardschicht hinzieiit und durch die Ziegelei-Arbeiten blossgelegt ist.

Der lehmige Boden am Wege nach Tillbeck (westlich von liiinster) weisl in allen
Féllen positive Ergebnisse auf Der negative Nadelwald liezt 3 km siidlich anf san-
digem Boden.

Von der Insel Juist kamen 13 Proben gur Untersuchung, die ich gelegent11ch
.@iner botanischen Exkursion mitgebracht hatte. Alle stammen aus der Csthilfte 4.
Insel, Aus den positiven Befunden aller Kulturen dieses kleinen Gebistes und der
Boden-Cleichformigkeit der ganzen Insel glaube ich auf ein Vorknmmen des Azoto-
baoter anch in der Westhilfte schliessen zu kénnen,

Drei Bdden des Katzbachtales in Bchlesien waren ebenfalls positiv. Es sind
dies die einzigen Proben, die ich nicht selbst entnommen have. Ich bin aber sich-
er, dass genau nach meinen Angaben verfahren ist.

Helgoland bat mur positive Kulturen geliefert. Bel der Kleinheit dieses Fel-
sen-Eilandes kann man sich aus den 5 angefilarten Féllen schon ein gusreichendes
Bild machen. Helgoland steht inbezug auf Arotodacter Juist nicht nach.

: Pabella 2. — Aus dem Sand- und Heidegebiet ndrdlich Emsdettemn liegen 11 Un-
tersuchungen vor. Davon waren zwei Acker (nr. 7 und 11) positiv, mit sehr schwa-
cher Entwicklung, amsserdem ein Kzefernbestand 8 neben Feld 7 und aus einem ge-
mischten Waldbestand 10 eine Probe aus 15 cm Tiefe, wihrend eine Oberflichen-Pro-
be 9 vom gleichen Ort und der Rest der Proben negatxv waren. Gegen Laloms war 7
: neutral, 8, 10 und 11 nettral- sauer, 9 und alle andern sauer. In den geimpften
Kulturen waren in der Mehrzahl der Félle einige Zellteilungen eingetreten, eine
Plocken- oder Hautbildung war aber nicht festzustellen., Es ist k31n fir Azoto
-bacter gunstiger Boden unter den gepriiften gewesen. .

. Tabelle 3. -~ Anders verhielten sich die aus dem kalkhaltigen Hiigellend bei
Nienberge (nordwestl. von Minster) stammenden Bdden: von 14 waren mur 5 negativ.
1 humusreiche Oberfléichenschicht in einem Laubholzgebiisch, neutral - sauer, 9
Wiese, Grasnarbe, 10 Ort 9 in 10 - 15 cm Tiefe, steifer Lehm, beide alkallsch
11 verrottetes Buchenlaub elkalisch (?), 13 schwarze Holzerde eines alten Bu~
chenstubben, neutral - sauer (?). Die besten Kulturen lisferten 8, 14 und 12;
auf Séure—Zusatz schieden sie ab an COgp: 140, 14 und 75 ccm. Die geimpften Kul-
turen zeigten bis auf 11, in der Entwicklung bis zur Stdrke 3 eintrat, keine we-
sentliche Fdrderung. '

Pabelle 4. - Tecklenburg - Teutoburger Wald, Ubergangsgebiet vom Kalk zum
Sand, hat unter ihren 17 Fummern nur 4 positive. 3 frisch bearbeiteter Acher amf
-dem Kamm des Berges, 4 Roggenfeld bei 3 (COp 8 ccm), 6 Wiese, Grenzgebiet Kalk -
Sand (COp 91 ccm), 17 Bergabhang mit Juniperus-Bestand 7 - 10 cm tief (COp 118
cem) . Gegen Lakms waren alle 4 stark alkalisch. Bei den geimpften Kulturen be-
stand ein scharfer Gegensatz zwischen 1 - 5 und 17 eéinerseits, 6 - 16 anderer-
seits. In der ersten Gruppe hatte sich Adzotobacter sehr {ippig entwickelt, in der
zweiten nicht in einem Fall. Die Bdden der ersten Gruppe waren stark alkallsch
die der zweiten i neutral. Gruppe 1 enthielt ausgesprochene Kalkbdden, Gruppe 2
Sand (Standort von Schistostega!). Dass in diesen Bdden eingeimpfter Azotodac-
ter zugrunde gehen wiirde, wenn die Bodenverhidltnisse die gleichen blieben, ist
sicher. Worin die Anderung zu bestehen hitte, ldsst sich nach diesen Versuchen
noch nicht sagen. Zu beachten ist 1, 3 und 17 In der Nachweis-Kultur war 1 ne-
gativ; 3 und 17 positiv, Grad 1. Geimpft zeigten alle 3 Proben Grad 4.

Tabelle 5. - Hier sind zusammenzufassen 1 - 8, 9 - 11, 12 - 22. (Von Tab. 5,
19 ab wurde fiir Mannit Saccharose eingefiihrt. Parallelversuche zeigten keinen Un-
terschied.) Die erste Gruppe bilden Mergelproben vom Doberg bei Biinde i. Westf.
Alle Kolben waren positiv bis auf 6 und 7. Der Boden fiir diese Kulturen wurde et-
wa 5 an unter dar Grasnarbe auf dem Gipfel des Hiigels und auf einer Abbausohle
rentnommen, auf der seit vielen Jahren nicht mehr gearbeitet wird. Der Grund war
in beiden FA4llén Husserst hart und fest. 6 hatte Wasserstoff-Exponenten pH 7,5 -
8, und 7 pH 7,5. Die geimpften Kulturen waren in beiden Fillen sehr gut. Als ein-
'zlger Unterschied zwischen diesen beiden Bdden und den iibrigen der Gruppe ist an-
zufiihren, dass die untersuchten Stellen durch ihre grosse Dichtigkeit und die
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ibergelagerte feste Grasnarbe von der Luft abgeschlossen waren, wihrerd die Stel~
len 1 - & und 8 entweder frei zutage lagen oder bearbeitet, duxrchliiftet waren.

Die 3 Proben der zweiten Gruppe sind aus einer alten Tongrube wenige 100 m
siidlich des Doberges gehclt. Positiv war nur der Grund des durch die Grube flies-
senden Baches., :

Die letzte Grurpe wird gebildet aus Garten- urnd Feldland-Proben, an die sich

3 Probven aus eirer Sandgrube anschliessen. Negativ waren 12, Gartenla.nd PH 6,
wahrscheinlich durch starke Gérung unterdriickt; 18, Brachacker PH 6; b -7 \md
21, 22 Sandgrubve in 45 und 100 mm Tiefe. Geimpfte Kulturen konnten mr von 12 -
18 ‘angesetzt werden Der Erfolg war negativ. Die Nihrldsung hatte mur pH 6,5, Die
Pufferung der Boden war gegeniiber eéiner starken Gérung in allen Kolben wahrechein-
lich zu gering, um die pH such mur fiir 2 oder 3 Tage a.uf der ndtigen Hdhe zu hal-
ten. N2here Feststellungen dazu folgen spiter.

Tabelle 6, - Die ersten 8 Bdden der Tabelle 6 sind aus einer kalkhaltigen Ge-
gend (Bergkirchen, Wiehengebirge) und bis auf 4 und 6 positiv. Kr. 4 hat pH 8,
ist abver wegen der ummittelbaren Néhe der Esse eines Kalkofens schwierig zu beur-
teilen. Eine geimpfte Kultur konnte nicht angesetzt werden. Nr. 6 staumte aus d.
Sandschicht {iber einem Steinbruch, war gegen Lekmus neutral - sauer und lieferte
in der Impfkultur eine Entwicklung.zweiten Grades. Alle iilbrigen Bdden waren t al-
kalisch bis auf 6, der schwach sauer reagierte. Da es sich aber um einen schweren
Lehm handelte, kann diese Reaktion nicht als zuverlissig gelten.

Probe 9 - 15 licferte das Sandgebiet des Werre-~Laufes. Positiv waren nur 2
Uferproben und ein Roggenfeld. Die negativen lisferten in Impfkulturen Entwicke-
lungen vom Grade 1 - 2. Bis suf das positive Roggeni‘eld (alkalisch) waren alle.
Boden % sauer.

abelle 7. - Die unter 5 - 9 in Tabelle 7 aufgefilhrten Proben sind an den
gleichen Stellen entnommen wie 15 - 19 der Tabelle 1, auch etwa zur selden Jahres-
zeit. Die 4zotobacter-Entwicklung war im Vorjahr etwas kriftiger. Die.Wlese,8
war bei der ersten Untersuchung positiv gewesen. Der Teich hatte sich auf glei-
cher Hke gehalten.

Die zweite Abteilung stammte wieder sus dem Teutoburger Walde und dem (m
diesem Falle siidlich) vorgelagerten Sandgebiet; 10 — 20 pH 7 - 8, Kalk; 21 - 25
pH 7 - 7,5, Sand. Negativ sind 11, 12, 20 und 21, 25. In der geimpften Kul tur
zeigten 21 und 25 mur in der k;.lkhaltlcﬂen Lésung eine Entwicklung. Bei 11, 12 u.
20 finden wir die gleichen Verh&ltm.sse wie bei Tabelle 4, nr. 1, 3, 17 und Ta-
belle 5 nr., 6 und 7: Nachweiskulfur negativ, Impfkultur mit und ohne CaCOz stark
positiv. Von den iibrigen positiven Boden unterscheiden sich 11, 12 und 20 auch -
.wleder durch den Mangel einer Bearbeitung, durch welche eine Auflockerung und
Durchliiftung hdtte erfolgen kdnnen. Darin allein liegt das Fehlen des 4zotobao-
ter in diesen Bdden begriindet, denn an oberflichlichen Infektidnen kann es nicht
fehlen in einem Gellnde, das von Azotobacter-haltigen Wegen und Feldern warch-
setzt ist. Betrug die Bntfernung zwischen 6 und 8 der Tabelle 5 doch keine & km,
und dabei war 8 positiv, dagegen 6 negatlv. Weitere gle;.«,harhge Befunde werden
zu derselben Auffassung fithren.

Tabelle 8. -~ Durch das bisher angefiihrte Versuchamaterial kinnt man versucht
sein, aus der geologischen Formation auf das Vorkommen des Azotodacter zu schlies-
sen. An Hand der vorliegenden Tabells 8 werde ich zeigen, dass derartige Schliisse
nicht befriedigend sind. Siidlich von Rheine i. Westf. erheben aich Kalkhiigel, ..
die im Norden von kalkfreien Formationen (diluvialen Sanden etc.) iiberlagert und
abgeldst werden. Wire Azotobacter an die Formation gebunden, so miissten die Pro-
ben aus dem*Kalkgebiet in mehr Idllen positiv sein als die {ibrigen. Ausgesproche~
ne Kalkbdden waren 4, 5, 8, 9, 10, pH = 7 - 7,6. Davon waren 4, 8, 10 als Bdden
ohne Durchliiftung negativ (Tabelle 71). Aus dem Sandboden, der den Kalkschichten
aufgelagert ist, stammen 6, 7, 12 - 15: pH = 6,5 - 7,5. Davon waren negativ 6 .u.
14, Acker pH = 6,5 bzw. 7. Wenn diese Sande durch das Grundwasser Kalk zugefuhrt
bekommen, so hat das mit ihrem Formationscharakter nichts zu tun. Es wird dadurch
nur die Reaktion des Bodens bedingt, und da liegt der zweite Kernpunkt in der Fra-
ge des Vorkommens von Adzotobactert er ist an die Regktion gebunden. Bei allen mei-
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nen Untersuchungen habe ich keinen Asotobacter-haltigen Boden gefunden, dessen pH
unter 5 lag.

Tabelle 9. - Ausgesprochen saure Biden entnalm ich dem Moorguwbiet bei Velen
(Kr. Borken). Von 13 Proben waren 6 positiv, allerdings kam keine Nachweis-Kultur
iibey Stidrke 1 hinaus. Won digsen Bddem lag keiner unter pH 5, elle waren sie in
irgend einer Weise bearbeitet. Die echten Moorproven, pH unter §, waren durch-
aus negativ. Die geimpften Kolben ohne CaCOz zeigten nur in einem Fall Erfolg
(Kartoffelfeld, pHi 6). Die Regktion fiel in dieser Versuchsreihe in den 5 Pagen
der Beobachtung von pH 6,5 mehr oder weniger bis auf pH 3. Die géimpften Kolben
mit CaCO3 zeigten gute Entwicklung. In gleicher Weise eine Reihe, der statt CaC0z
MaC03 zugesetzt war. Die Reaktion fiel in diesen Reihen von pH 8 bzw. 8,5 auf +
4,5 und t 5. : )

Tabellen 10 = 12. - Das Versuchsmaterial zu Tab. 10 holte ich aus dem liassen-
kalk~Gebie+ der Gegend von Attendorn, das zu Tab. 11 sus dem oberen Honnetal (Bal-
‘we) und das zu Tab, 12 aus-dem Gelénde U8stlich von Menden. Die Befunde dieser Un-
tersuchungen decWen sich durchsus mit den fritheren. Azotodacter verlangt danach
einen durchliifteten Boden, dessen pH nichi unter &-liegt. Jenn er in einer Reihe
von fckern fehlt, obgleich diese Bedingungen erfiillt sind,. so kann es dafiir dis
verschiedensten Griinde geben. Der in Tabelle 12 unter 5 angefiihrte Acker z.B. hat
pH 7,5, also alkalische Reaktion und Durchliiftung, und trotzdem ist er megativ.
Dazu ist zu sggen, dass der Acker erst kurze Zeit vor der Entnahme der Probe mit
Kalk behandelt war, also vorher eine andere Reaktion zehabt haben wird. In Pab.
10 lag unter 11 ein negativer Acker mit nicht alkalischer, aber doch ausreichen-
der Regktion vor. Er wef sm Bergeshang gelegen, ayuf ellen Sciten von Hochwald um-
geben und war als Acker hochstens 2 Jahre alt. Diese Verhiltnisse diirften das
Fehlen wohl zur Geniige erkldren. Natiirlich bestehen auch noch andere Befingungen
fiir die Verbreitung und Entwickelung des 4zotodacter, ©s sei nur auf Phosphor-
siure und Bodenfeuchtigkeit hingewiesen (53, 88). ' '

" Im Anschluss an die Versuche der Tabelle 12 habe ich v&n den negativen Proben
noch 4 Parallelreihen geimpfter Kulturen angesetzi: 1. mit CaCOz pH 8, 2. ohne
CaCOz pH 6,5; 3. mit MgCOz ph 8,6; 4. mit KOH ph 8. - CalOz und MgCOz waren O,5%
zugesetst, wihrend 4 mit KOH anf pH 8 eingestellt war. CaCOz und MglO; wirkten
in gleicher Weise giinstig. In den Kolben mit KOH hatte sich kein 4zotobacter ent-
wickelt. Das pH der Losung war genau so gefallen wie in den Kolben ohne Zusatz
(Reihe 2) zum Teil bis auf 3,5.

elle 13. - In der letzten Zusammenstellung habe ich bei dem einzelnen Bb-
den die vorherrschenden hoheren Pflanzen (auf Ackern die Unkrduter) angegeben.
Dass bestimmte Beziehungen zwischen hlheren Pflanzen und Bodenreaktion bestehen,
ist bekannt (2). Fiir eutrophe, niedere Pflanzen sind derartige Gesetzmissigkeiten
sehr wahrscheinlich. Eine orientierende Versuchsreihe in dieser Richtung zeigte,
dass sich aus Teich-Plankton in einer Néhrlésung von pH § nur griine Crganismen
entwickelten, wihrend bei pH 8 aus dem gleichen Plankton ausserdem Cyanophyceen
und solche Mengen Diatomeen zuftraten, dass der Farbton der Kulturen gelbgriin wur-
de. Aus Bdden (pH 6 und 8) entwickelten sich bei pH 6 wiedcrum nur griine Organis-
wmen, wihrend bei pH 8 Cyanophyceen und Diatomeen in gridsseren Mengen sich dazu ge-
sellten.

0b und wie weitgehende Gesetzmiissigkeiten fiir die gesamte Pflanzengeograpkie
bei der sehr grossen Anpassungsifhigkeit oder Unempfindlichkeit einiger Organis-
men ( Amylobacter fand ich bei pH 3 und auch bei pH 8, Juniperus steht auf reinem
Kalk und auf moorigen Heiden) sich werden aufstellen lassen, das miissen weitere
Arbeiten zeigen., Anfénge in dieser Richtung asind gemacht.

Ein Vergleich der Werte der Lakmus-Probe mit den unter pH angefiihrten zeigt,
dass Lakmus in etwa der Halfte aller Fdlle zu stark alkalische Werte angezeigt’
het, Von den nach COMEER gepriiften und als kalkbediirftig-saier befundenen Biden
will ich hier eine Aufstellung bringen mit den sauersten anfangend gegen den Neu-
tralpunkt hin, dabei ist M = Menden (Tabelle 12); V = Velen (Tabelle 9); L = Leng-
erich-leeden (Tabelle 13). '
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M4,¥8, 73, M9, Ve, V2, V4 17, V9, V13, V7, L8, L9, V.12, V10, V8.
Nach WHERRY in gleicher Weise geordnet: ' :
v3,M4, ¥4, M8, 89,V6, VR, V7 V15,79, 7,18, L9, V1s, V13, V 8.
Die am stirksten voneinander abweichenden Werte hebe ich unterstrichan. Am ge-
ringsten ist die Cefahr einer falichen Ferbton-Beurteilung bei'dem Verfahren von
IERRY, weil da die Umschldge der Indikatoren auch in kleinen Intervallen:sebr
kriftig sind, und weil man in den meisten I:llen zwei Indikatoren mit-verschiede-
ner: Farben nebeneinander anwenden .ann. 3Bei der folgenden Zusamrmenstellung sollen
deswegen nur die nach dieder ietlode untersuchten Bdden beriicksichtigt werden. -
Von den 136 untersuchten Biden eathielten 73 oder 54% ‘4zotodacter. Auf die
einzelnen pil-Werte 3 3,5 4 4,5 5 55 ¢ 6,6 7 7,6 8 eatfielen

von den Bdden 1 0 1 5 1@ 7 15 14 18 24 4 %. Davon
erthielten Azotob. © 0 0 O 21 22 60 68 6 69 67%. Von den
5¢ Ackern’ lagen bei pH 5 55 6 ¢€,5 7 7,5 8

)
| 2 10 28 22 14 20 4%
Azotobacter eathielten 0O 40 73 173 €6 90 100%, von der Ge-
samtheit der Acker 74%. - Es sei noch hegvorgehoben, dass vor allen untersuchten
Gewascern (11) nur ein Moorgraben (pH 4,5) keinen Azotolacter enthielt. - Die un-
tersuchten Wewe, allerdings nur drei, enthielten ihn ebenfalls.

% o

100 Py —
' 1/ {
90 90 / !
X ! ,-_'__,_-___-_7{. 5
80 - &0 S /
[ il / !
Yo . %0 ] ij
_ ! . 11
o | ‘, 60 —[
z[ ,
50 ' 50 /
3/ ]
$o : Il $0 1
30 I jo
- AN
o - A\ 2 Nl
0
| AN JARAN
10 \ 10 JR S \
1 AT 1
0 0 /
43 $ 5 ¢ v ) - 43 4 s 6 > 2
1) % der Bdden In den- verschie- 1) % der Acker in den verschie-
deren pH-Berelchen. denen pH-Bereichen.
2 ) % der Biden mit Amotobacter. 2) % der Acker mit Azo*oupacter

Fig. 1. Fig. 2,



354.

—— e - -

Niemeyer, Azotobacter-Studien.

78.6r .

x Rheine
Tecklen by.

N “Lec
Lengen/ch

Bdn«}e

30!’3" hol2 hausen

&
1254 etten

Bﬂ‘g;lr'chen

xLéhne

Nienbery "
Wit ®xMdénstep
Tillback

»

Velen

x
Menden

ra/.

L 4
Altendarn

] o 3o

Lage der in den TsbelLen

@

&0

genannten Orte. 1:] 850 000

e e an o o = e = o T - " = T G T o e G e W 2 W TS S SVam TUam O S o S5 S S

Herkur.ft der Probe.

_______ o e e e e e e —
Botanischer Garten, Minster, 11. I. 1922.

Beet, frisch gegraben ~

Beet, nicht gegraben

Konposterde, alt

Beet, gegraben, entnowmen 6.II.22. bei - 40 C.

Temp. vorher bis - 18° C. '
Winkelshiitte-Borghol zhausen (Teutob. Wald) 25.IV.22.
Acker, vor einigen Stunden gepfligt
‘Roggenfeld
Girtnereigraben, gegraben im Herbst, vor einigen Ta-

gen geeggt

~

- - ———— - ———— - - - - o -
e ENEETSSITTNISSRIREI===S SETSsS==STIS=S=TS==

——— - — - - o - ——an =T
P

- = W v - - g S v - ——

zotodb ér
vorharid. 4+ fehlt -

--------- ﬂ

—— s —— - - -

Gértnerei, Erdbecrbeet, bearbeitet im lierbst




Niemeyer, Azo tébac‘te'r-Studie n.

o o ey A B . B s e e B - e W - e e T e B >

e e e e e e o e e e e e e o e e e e e e e e e e
Nr Herkunft der Probe Azotobacter
vorhend. '+ feult -
C Rohrheide, 5. V. 22.
9 Riegelfeld, zwischen Bahn u. Wald. Feld nit, Rou;en +
10 . Bestand von Pimus, Betula, Calluna -
11 Erstmalig bebauter Acker; Getreide -~
12 Ziegeleiteich, Ufer in nohe des Wasserspisgels +
13 Teichafer, }{eidebodensch:.cht -
14 Teichufer, rotgelber Sand unter 4. Heidebodensch. -
D Weg nach Tillbeck
15 Lerndzunge im Sunmpf +
16 Laubwald +
17 ~ Teich, ca. 5 cm unter Wasserspiegel +
1€ Wiese zwischen Yald und Strasse - +
i9 Roggenfeld +
20 Wiese, trockener als 18 +
21 Kiefernwald . -
E Juist, 12. vI. 22. (nr. 22, 23 schon 9. VI.)
22 Meerwacser + Sand +
23 Meerwagser +
24 Wiesenrand, Siidweite am Ort +
25 Garten am Ost, Kartoffel +
26 Garten, gegeniiber dem Pax-Heim +
27 Kalfamer, Triticum junceum +
28 Dilne, Psgmma arenaria, Gegend des Kalfamer + ,
29 Pischteich, 2 cm unter Wasserspiegel +
30 Fischteich, 10 cm unter Wasserspisgel +
31 Gebiisch von Salic und Hippophae + .
32 Wattboden +
33 Grasfliche, Wez am Ost +
34 Zweiter Diinenkawra, Nordabhand, Nordstrand +
35 Erdter Diinenkamm, Nordabhand, Nordstrand +
v o Katzbachtal, Schlegien, 26. VII. 22.
36 Schwermland vom Katzbach +
37 Feldland +
38 Gartenland +
& Helgoland, 21. IX. 22.
39 Unterland, Garten vor dem Trosserschuppen +
40¢ Oberland, iitte der Ocstseite, Kartoffelacker +
41 Oberland, Nordspitze, Grasland +
42 Oberland, Mitte der Insel, Brachland +
43 .Oberland, Siidspitze, Kartoffelacker +
====£================:::::=:::==================:===========J!========z T s nTe==g
Tabelle 2. Bmsdetten. 5. 3. 1923.
‘Nr| Herkunft der Probe Nachweis~ Geimpfte Beaktion des
kil tur, Kultur “Bodens
—en?l
2.:5% 54 2%? 44 5.
SN IR M (SRS PR R S FDRS PN
1 Feldwegverbreiteru.ng, Gebﬁach
(Quercus), Send, 5 - 10 cem '
unter abgehovener Grasplatte .ofolojojojojefl sauer
2 Aus der bei 1 abgehobenen Gras- ,
platte olojojojcjocjoO|C schwach s.
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Tabelle 8. Rieine, 6. 5. 23.
Nr. derkunft der Probe. ¥achw. Geimpfte Ccz | Des Bodens
Kultur] _Kultur Reakt.| pH
6.Tag mit|ohne
Cal03 {Callz
— e e e e = v B - O T - T — v — e e carpe rm et cm e mmc e et ————— -
1 Acker, Sand, Grenzland gegen das 4 - - 14| st.a 7,5
Kalkgebiet
2 | Acker, ebenso i - - 75| st.a. 7,5
3. | Acker, ebenso . . i Ol n.~-s.| 6-6,5
4 Gebiisch neben Kalkbruch 0 4 4 112 | n, 7
5 | Graben zwischen Wiesen 2 - - | 116] st.s, 7,5
6 Getreidefeld 0 1 4 C| n.-s. 6,5
7 Wiese 2 -. - 26 st,a. 7,5
8 | Crasfliche (alte Schanze) o 3 4 206 | stea. | 7-7,%
9 | Grasfldche neben 8 1 - - 203 [ st.a. | 7-7,f
1¢ Trift, unter (rasnarte ¢ 3 4 73 | n. 7,5
11 | weide _ 4 - - 951 a. 7,5
12 | Acker mit Leguminosen 4 - - | 1097 4, 7,5
13 Wiese 4 - - 3| .ae 7
14 Acker Y 2 4 87 a. 7
16 | Acker 4 - - Ol a. 6,57
16 Cebiisch am Salinenkanal (Puniphaus) 0 o 4 Cl a.2 7
17 Salinenkanal urter Wasser 4 - - 3| a. - 7
18 Hiigel am Salinenkanal 0 0 4 0| n.-a. 5
19 | Acker am Salinenkanal 4 - - 0| n.-e..| 6,57
20 Buckenwald c 0 4 Cl s, g
21 Emsufer (Eguisetum hiemale) 3 - - 0| n.-s. | 6-6,5
22 | Ems, unter Wasser 3 - - 3| ne-a. | 7
23 ®ms, Ufer, 20 cm Uber Wasseraspiegel 4 - - 0l n.-a. 6,5
24 | Emsufer (Equisetun arvense) 3 - - . 0| n.-a. 7
== =:t=======3::2=:======::==;========:=======f—===== ===== L‘S!t'::':t::::! =g==s=t
Tabelle 9. Velen, 10. 5. 23.
Nr.| Herkunft.der Probe Nach_Gelmpfte Kulturen | O, MW—
weis pH dei Fosum_'g_gg | Reakt.
Kulty -| pi|Ca |pH |Ng |pd |- ‘ '
- - B s s a et O P
1 | Niederungsmoor, unbesrb. | 0 | - -1 -] -1-1~- 10 | st.s. 4,5
2 | Roggenfeld, Nied.-Moor 0 {o|6,5| 3| 5| 3|5 |0 8. S
8 | Alter Bestand von Kiefern
und Eichen 0 |0 | 3 4| 64|56 |0 st.s. 3
4 | Mooriger Graben zwischen R
- Birken u. Eichen o|o|3,5] 3| 6|3 |7 [0 |s. 4,85
5 | Abgebautes Niederungsm. c|c 31 314,565/ 4|4 |0 st.s. 3
& | Boschung Weg-Graben, Nie- <
derungsmcor 1]~ - -1 -=-1=-1- 9 8. ]
7 | Damm d. Feldbahn im Hoch- :
[ooT 1 |- -] -l -]-1- |0 |es 5
% | Kartoifelfeld 0 3 14,5 4 4 0 8. 6
¢ | Strassengrund 1| - -l = --=-1- 10 n.-a. 6
10 ! Roggenfrld 1] - -={ -1 -1-1- 10 n, 6
11 | Wies- (- 8-11 Gegend .
d. To: s‘reufabrik). 010 4| 41 561 4|5 |0 st.s. 5-5,9
1 __ . ’ <
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.Tabell.o 9 cont.

- em o - .- - - ———— . —— - - - - —— - -
- S o - - on - - . e o - Lte m T e e . b - . ——— % = - o - - Ot =,

Hr.| Herkunft.der Probe .. Xach impfte Ku ' €0p
: | weig pii de %_S‘_.LP&M.IM Reakt. | pH
ol der fooune g b, .

L. ‘ L Kult
12 | Kleofeld, Nihe des Dor- ]
fes Velen 1 - -, - - - - C Qe 6
15 | acker, im Frithjahr be- '
Stellt 1 - - - - - - o . 5
""l::ﬁ&::‘:3:2::::‘2::::32:I:: ::::ﬁ‘: .:.‘:::::::1 ::::&:::.'. f::JL:::f’.t::J 22:3;‘:‘:;..::2;:::- ,
Tabelle 1C. Finneatrop - Atténdorn, 20. 5. 23.
Nr | lerkunft der Prove Nachw.| Galapfte Kalturen |60 | Des Boden
Kult. | _pH der Lis, B, Téyr Reakt. PH
5.,.Tag]l - |pH |fa| pH C
1 | Acker 3 - - - ‘v -1 16 a.7 6,5
2 | Boschung Perg-\eg 1 - - | = - | 0 a.7 6,8
3 .| Bergabhang, Grasnarbe C 3 $ |3 5,5 [10) |, st.a. [ 7
4 | Roggenfeld 3 - - |~ - 0 |»st.a. | 6,8
5 | Gartenhecke, Manerendsd 1 - - |~ ~ 26 st.a. | 7,5
6 | Acker, im Fruhjahr best. 1 - - |- - o n. 6.
7 | Kleefeld 2 - <=1, - 6 st.a. | 6,56
8 ‘| Cebiisch 0 | ¢ |3.5/|4 6,8 0 n. 5~5,8
9 | Sunpfiger Grund einas .
1 Steinbruches \ 2 (4,53 5 c at.a. ?
10 | Abthang ( = -t~ - 0| n.-a, | 5,5
- 11 | Acker im Walde (4 1 ¢ | 2 6 o] a 6,5
12 | Acker, so0ll mit Kalk ge-
diingt werden 0 0 [3,5|4 [ 0 a. 6-6,5
+ 13 | Héhle Attendorn, Grund . _
. ilber {iberh. Pelsen c 4 |5,5|4 6 | 30 st.a. | 7,56~8
14 | Hdhlé Attendorn, Felsen-
' vorsprung, mit Algen ber :
, wachsen o 4 |58|4| 565|242 | st.a. | 7,68
38 | Grund des Miihlenkanals _ ‘
(Arm der Bigge) _ 4 - L - |- - 2 a. 7-7,5
Bcgl:3:::88========8=8==thﬂ=======ﬁ=h8==== ===z :3"—'888-:’B*8::8“!“-‘38‘83---2-'

!abelle 11, l(euenra.de -~ Balve -~ nellen, 21. 6. 23.

- o o= -— — e e e —-—.---—n( - —g -

A GeschIagenor Eichemvald c 0 |3.5]| 4 6 0 8. 5
2 | Acker, Sommergetreide,
| 100 m vom Walde o ¢ |3,5]3 5 [ n. 5,5-6
3 | Kleefsld _ o c |3,6|4 B 1 8. 5,5~6
4 | Acker, Sommerfrucht 4 - - | = - 1 a. 7
5 Nadelwald o 0 3 |9 4,5 o st.8. | ¢
6 | Hshle Balve, trockenes '
Gercll vom Felsenvor-
sprung (| 4 |7,5| 4 7,5 | 133 et.a. | 7-7,8
T | Acker 1 - - | - 89 8. 7,5
8 | Wiese o 1 | 4[4 8,8| O st.a. | 6,5
® | Laubwald ¢ ¢ | 3,68 5,5 1| n.-a, | 5
10 | Acker 3 - - |- - . 0 n.? 6
31 Leguminosenfeld o - - - - 0 a. 6-6,5
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Tabelle 13. Lengerich - Leeden 23. 6. 23. : A
Nr “Herkanft der Probe | Nachweis- 002 Comber | Des Jiog,eng
Kultur a. - Regktion | pH
_ 5, Tage S
Entw.| pH
1| Kamm des Berges, reiner Be-~ :
- stand v. Onobrychis - 0. 5 183 | farblos st. a. 7,5
2| Kamm des Berges, reiner Be- '
stand v. Glechoma heder. 0 5 156 | farblos st.a. 7,5-8
3| Kamm des Berges, reiner Be~ ' '
.stand v. Lotus cornic. 0 5 4 | farblos st.a. 7,58

4| Roggenfeld, Unkréuter: Scan-
dix p. Ven., Arenaria, Stel

laria 4 6 235 | farblos | st.a. 8
5| Rapsfeld, Unkr,: Scandix,
Arenaria, Stellaria 3 6 192 | farblos | st.a. 8
Feld mit Trifolium 4 7,5

5,6 (114 | farbles st.a.
‘Roggenfeld, Unkr.. Alche- ‘
milla, Scleranthus Equi-
setum, Buphorbia, natrica-
ria, Veronica arvensis 2 5,5 0 | rot schw.s., | 6
8 | Sommergetreide, Unkr.:
Thlaspi, Capsella, Fumaria,
" Matricaria 0 5 O | 8t. rosa | s. 6
- 9-] Wiese: Holcus, Broima, Cy- '
' nosurus crist., Ranunculus.

3.

I - Caltha Ly 5 O | st. rosa | schw., s.| 6
10 | WegbBschung: Erieca, Cal~ : ,
luna, Genista 0 5 C. | farblos | schw.s. | 6
===§====S::::’:::::*:SISS:::’Q:===£L==::::L::::::::::::’g=3====‘==‘-‘;E=-==:=:== ==ERTE=
2WEITER TEIL..

. l‘rotz d.ap sBehr vielen uber Azotobactqr g-eschnebenen Arboitnn 8ind Angaben,
die seine Morphologie iund Entwicklungsgeschichte betreffen, diirftig und wenig ge=
kldrt. Ubera}l treten sie der Physiologile, speziell.der Stickstoff-Bindung gegen-
"dRer stark ip den Hintergrund. In den Arbeiten, welche die Stickstoff-Bindung he-
hgndeln, werflan gewdhnlich-einige Bemériungen diber Grosse, Inhaltskdrper oder
Pignentbi\ldupg gemacht, aber ©ine umfassende Darstéllung wird nicht gegeben. Was
«on dem Entdacker BEIJERINGK und endern Autoren élterer Arbeiten dber gsotobac -
tesdorphologie und -Entvicklungsgeschtchte geachneben ist, ;aetze ich sls hekannt
vorsus und vérweiss auf die ‘Zusamenstellung bei PRAZMOWSKI T72).

Ich beginne meine theratur-Beaprechnn mit einer Arbeit von mm
(51) ans, den Jahre 1908, weil zwischen ihw der von PRAZMOWSKI (72) ein gewis~
ser .Widerspruch bestehtt NachKRZEMIENTEWSKT haben .die Jungen 4cotobacter-Zellen
die Gestalt dicker Stibchen mit abgerundeten Ecken ( 3 - 4 ~ § ~ 6 u , nach BELJ~-
ERINCK 4,8 - 7 p). Ihr Inhalt ist nicht deutlich differenszierk. Gelegentlich kom-
mén 1&ngere Xetten vor, die sich in Binzelzellen aufldsen kinnen; Ausserdem ent-
halten die 4sotobacier-Kolonien charakteristisché Doppelformen, ®Diplokokken®.
Alle Pormen sind #usserst variabel. Die die Zéllen einschlidssenden Gallerthiillen
oind auf verschiedenen Nilhrbioden nicht gleichmiissig/stark ausgebildét. Mehrere
Z¢llen kﬁnnen von einer gemeinsamen Hiille umigeben sein, die sich spiter durch Zer-
fliessen auflist, wodurch die einzelnen Zellen, die ausserdem noch.eine-eigene
Hit1le tragen, in Preiheit gesetzt werden. In Hlteren sich briunenden Kolonien ver-
‘dichten sich die Gallerthilllen der Binszelzellen, dadurch woerden sie zu Dauerfor-



364. Niemeyer, Azotobacter-Studic:..

men. In diesem Zustand bilden sich oft dirch Zusarmanlecerung die schon von BELJ-
ERINCK beschriebenen Sarcina-Formen. Bei einer Weiterentwicklung wird die Hiille
vor einer stdbchenfOmmigen Zelle verlassen.

Dieser Vorgang wird von PRAZIOWSKI (72) in eimer Ardeit, in dexr ausser rein
morphologischen Fracen auch speziell cytologische behandelt werden, etwas znders
dargestellt. Danach tritt die Jjunge Zelle in Kugelgestalt aus der Dausrform aus.
In der ausschliipferden Zelle liegen peripher angeordnet vier lichtdbrechende Kor-
per, dis sich schon innerhalb der Gallerthijlle in dieser Weise geteilt und ange-
ordnet haben. Wiahrend die Zelle in die Linge wichst, teilermr’sich die. 4 Kornchen
in 8. Dann wird eire Querwand angslegt ip der Weise, dass in jede neue Zelle 4
K8rnchen zu liegern korrmen, die allmihlig zu einem Korn zusarrienfliessen, Jetzt be-
ginnt das vegetative lebensstadium, in den das stark lichtbrechende Korn vollstén-
di;; verschwinden kann, sodass die Zellen.dann in ilirem Innern keinerlei Differen~
zisr.ng aufwoisen. Bei spiteren Teilungen und beim {fbergang in die Kckkenfomrm
treten die 4 lichtbrechenden Kéramchen wicder auf. Diese in gewissen Stadien auch
in 1, 2 und 8-Zahl erscheinenden Kérnchen fasst PRAZEOWSKI als Kerne oder Kern-
Aquivalente suf, Sie diirften identisch sein mit den von MENCL (64) ein Jahr frii-
her beobachteten und in gleicher ¥Weise gedeuteten Kdrpern. Ausserdem hatte LENCL
an der Aussenseite mancher Azotobacter-Zellen Kdrnchen gefunden, die sich genam
verhielten wie die im Innern der Zellen. Eine Erklarung hierfiir fand er nicht.
PRAZEOWSKI bestidtigte diesen Befund MENCLs und versucht gleichzeitig eine Erkl4-
rung- der immerhin merkwiirdigen Erscheimuing. Danach bestehen die Kdérnchen an der
Ausgsenseoite aus "Kernsubstanz®. Sie sind entwickelungs- und teilungsfihig. PRAZ-
MOWSKI nannte sie Regenerationskdrper. Zu den als Kerne esufzufassenden Zellbe-
standteilen sind m.B, .auch die von JONES mit "muclei of gonidia® bezeichneten Rin-
echliisse zu rechnen, aber nicht die von ihm "glycogen gramles®" genannten Ein-
schliisse und nicht die metachromatischen Korperchen, die PISCIER baschrieben hat.
BONAZZI (5) hat nur die letzteren untersucht.

Diese metachromatischen Korper sind identisch mit dea von ARTHUR MEYER be-
schriebenen Volutin (63). PRAZIOWSKI lehnt das Volutin fiir Azotobacter ab. Rach
ISSATSCHENKC (38) ist aber zu etwa der gleichen Zeit durch GILGAROWSKI (31) durch
eine ganze Reihe von Reaktionen Volutin in Azotobacter-Zellen nachgewiesen und da-
durch der Befund FISCHERs bestitigt. 1920 hat SCHMIDT (79) noctmals in Azotobao-
ter-Zellen nach Volutin gesucht und es gefunden.

Eine Eigenschaft des 4zotodbacter, liber die sich in der Literatur die verschie-
densten Angaben vorfinden, ist die Pigmentbildung. In einer Reihe von Féllen wur-
den braune und gelbe Farbtine beobachtet (3, 67). Kalk und Gips sollen eine aus—
gesprochene Schwarzfirbung begiinstigen (33). Nach KRZEWIENIEWSKI (51) konnen Rein-
kulturen weiss bleiben. Bingehend ist die Pigmentbildung von OKELIANSKI und SCE-
WERCWA (68) behandelt. Nach ihpen ist der Grad der Verfirbung eine Eigent\imlxch—
keit der Rasse.

Die Befunde iiber die Schwiirmzustiinde des Arotobacter weichen ebenfa‘ls stark
voneinander ab., BEIJERINCK (3) hatte bekanntlich bei der Geisselfirbung grosse
Schwierigkeiten gehabt. Er gab eine Geissel als sicher vorhanden an, setzte aber
. bineu, dass wahrscheiflich noch andsre seitlich angesetzt wiiren. Die Zahl der
sich bewegenden Zellen war immer nur gering. Bine lebhafte Bewegung konnte KRZE-
MIZRIBWSKI (51) beobachten, wenn er junge Azotobaoter-Z6llen in *"Kondensations-—
wasser® brachite. Immer wurde darauf hingewiesen, dass mur die jungen Adzotodbacter—
.Zellen eine Schwirmtitigkeit zeigten. PRAZMOWSKI (72) behauptete, dass der 4Lzoto-
bacter 'sich in allen Entwicklungsstadien bewegen konne, besonders bei Gegenwart
natiirlicher Humate im Ndhrsubstrat. Die Zahl der Geisseln wechselt nach ihm von
1 bis 12.

Eingehender als die bisher genannten Arbeiten mmss die von LOHNIS und SMITH
nLife listory of Jzotobacter besprochen werden (62). (Einige Auadriicke werde. ich
in der Sprache des Criginals gebrauchen, weil durch eine (Ubersetzung leicht eine
Anderung des ursprilnglichen Sinnes eintritt.) In dieser Arbeit sind 1. fiir Azoto-
oacter si.eben vyrschiedene Wuchsformen angegeven, dazu kormen 2, als "reproducti-
ve organs® sechs weitere Foeruen und als {bergangs- bzw. Ausgangs- und Kreusungs-—
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vunkt fir verschiedene Zustdnde 3. das "synpluan® oder "symplastic stage®. Nsben
dem *Symplasm® sind in pbysj.QIOgische'r Rineicht wichtig 4. die Zell-Verbindungen
(vconjunctions"®).

1. Die Wuchsformen lassen sichk’in folgendsr laiae definieren:

@& "“Large non sporulating cells®: grosse, runde bis stdbchanftrmige Zellen,
die sich durch polare bzw. peritriche Geisseln bewegen klnnen, die typischen 4zo-
tobacter-Zellen.

b. "Coccoid forms®: runde bis stdbchenfdrmige Gebilde, die ,oeneutand klei-
ner sind _als die unter a. und von dcn normalen Zellen gebildet werdem (the typi-
cal Yurge colls &re inclined %o change o — coccoids by budding out of the lar-
ge ¢ells). Sie vermehren sjch durch Sprossung und Teilung und sind imuer undeweg-
lieh, Prither oder spitsr -wachsen sig gu normelen Stdbchen gus.

c. *Dwarfed cell Sype®: *smalast specks of mostly nuclear material®, ' Sie
werden gebildet von den grossan Zellen durchk Sprossung oder kdynigen Zerfall (so-
called gramular decompositiqn), Die Weiter-Entwickelung geschieht durch Vereini-
‘gung "in slimy threads", oder di¢ Zellen strécken sich zu feinen St¥bchen,

d. "Fungoild cell typa"t stibchenférmige, -oft verzweigte Zellen, die eus ei-
ner nicht firbbaren, schleimigen-Hasse bhestehdm, ir die stark férbdbure Krner aus
Kernsubstanz eingelagert sind. .8is gehen in die unter 2 und 3 beschriebenen For-
men iiber oder entwickeln sich zu Zellen, die ganz den Mycobakterien gleichen. Es
konnen aber auch Stibchen von verschiedéner Grésse won ihnen gebfldet werden und
ebenso diq normalen, grossen, runden bis’ stébchenfrmigen “Zellen,

¢. "Small non sporulating ¥oda%: GRAM-negative, unbewegliche Stébchen (Ans-
nahme 4, agileund 4 wvitreummit meist 3 polaren Goisssln) gewdhnlich aus dem .
®fungoid type" gebildet. Den "fungoid cella® gegenliber treter sie an Zahl zurtick.
In diese und in grosse runde Zellen kinnen sie fibargehen.

f. "Small sporulating rods": schlanke, GRAM-negative Stiébchen mit grossen
polstiéndigen §poren, die in den "fungoid. 'cype" ilbergehen klonen.

g. "Large sporulating cells™: peritrich begeisselte, GRAM-positive, sporo-
gene Zellen, dic oft Féden bilden. Diese Fiden gzerfallen in kurze, ovale, GRAN~
negative Zellen,

2. Ausser diesen Wuchsiormen hat LUHNIS folgende Arten von Regenorationazel-
len beschrieben:

a. "Gonidia®: "Kernsubstanz" mit sehr wenig andern Zéllelementen.

b. *Regenerative bodies®”: “Kernsubstenz® mit mehr Reservestoffen. .

c. "Arthrospores®; "regenerative bodiesa® mit t dauerhafter ‘Membran,

d. *Microcysts®: die ganze Azotobacter-Zelle hat kugeligs oder ovale Gestal.
angenompen und ihre Membran verdickt.

e, "Endoaspores®: der grdsste Teil des Zell-Inhaltes hat sich zusammengeso-
gen und mit einer festen Membran umgeben.

f. "Exospores®: die wachsende Spore "buds out of the mother cell™.

“Gonidia® und *regenerative bodies® teilen sich und bilden *dwirfed® und *coc-
coid forms®, zum Peil unempfindlich gepgen Hitze bis zu 95° C, Sie kinnen ihrer-
geits aber noch Gonidien und “regenerative bodies® erzeugbn, sonst wachsen die
Sporen zu Stibchen oder langrunden Zellen aus. Gonidien werden von allean Wuchsfor-

men gebildet. Sie kinnen sz “regenerative bodies® und Arthrorporen auswachsen, al-
80 sind diese fiir alle Wuchsformen erreichbar, wenigstens anf dem Umwege ilber die
Gonidien, wenn nicht direkt. Die Keimzellen der Mikrocysten sind rund oder stiib-
chenfdrmig (vergl. KRZEMIENIEWSKI, 51, und PRAZMOWSKI, 72).

3. Bin Stadium, durch das alls Formen (Wuchs- und Regeénerationsformen) inei-
nander {ibergehen konnen, 1st aas "sypiasu®. Es wird gebildet von verschiedenen
Zellen, ‘die ihre Zellhaut auflésen oder abwerfen und dann zu einer Plasma-liasse
verschmelzen. Aus dem Symplasma heraus kdnnen alle Formen {einige auf Umwegen)
sich wieder antwickeln. Diese Weiter-Entwicklung braucht aber nicht sogleich ein-
zusetzen, sondern 6s kann erst eine Rubepanse eintreten.

4, Wenn im Symplasma 6in Mischen vieler Protoplasten eintrat, so kinnen durcn
die "congunctions! einzelne Zellen miteinander In Verbindung treten. Das geschieht
in der Weise, dass zwischen 2 oder mehr Zellen an beliobigor Stelle. ¢in Plasma-
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Strang als VGrbxndnngsbnicxe gebxldet. wird. Die “conJunctzons" sind regelmissig
zu finden in 2 bis 4 Tage alten Kultureh, in dlteren wenn Zéllen aus dem Symplas-
ma neu hervorgegangen sind. Sie haben grosse Bedsutung fiir dle Bildung der Goni-
dien, “regenerative bodies* und Endosporen, die nach den Verbindungen 1n erhdhicu
Masse einsetzt.

Die von PRAZICWSKI beschriebenen Regeneratlonsfomen ziblt LOHNIS =z den "re-
generative bodies®, zum Teil milgsen #i¢ aber sicher zu-den Gonidien und Arthrosgpo-
ren gestellt wdrden. Die von MEWCL (64) und PRAZECWSKI (72) in den Azotopacter
Zellen gefundendn Sporen sind nach der oben gegebenen Defimition Endosporen gewe-
sen; MULVANIA (67) gab an, dass die 4zotobacter-Sporen eine Hitze von 95° C 4 bis
5 Minuten ertragen kénnen. Das stimmt mit dem Befunden von LUHNIS iiberein.

* JONES (41) konnte dagegen niemals hitzebestindige Formen von Aszotobacter nach-
weisen. Wenn sich aus den auf 65° erhitzten Kulturen etwas entwickelte, sc er-
wics es sich spiter als Verunreinigung. "Regenerative bodies® von verschiedener
Grosse. wurden von ‘JCWES beobachtet, eberso dickwandige Dauerformen, “arthrospores"
aus denen dicke St&bchen ausqchlﬂ.pften. Die von LUIGIS 1916 gegwe‘oene Definition
der "arthrospores® .gilt spiter {1923) fiir, die "microcysts®, JONES bezieht sich
euf die Arbeit von 1916. Daraus erklért s sich, dass seine Arthrosporen Mikro-
cysten sind. Weiterhin beschrieb JONES- Involutionsformen von wechselnder Grdss u.
Gestalt, die sich in geringerem Masse durch Sprossung vermehrtern. Vielleicht han-
delt es sich hierbei um die Arthrosporen und "large sporulating cells® wvon L{il-
NIS. Das Symplasma wurde von JONES bestHtigt, die “"conjunctions® degegen nicht.

Br hielt sie fiir unvollstiindige Peilungen.

‘ Bin Teil der von LUHNIS und SXITH beschriebenen Befunde deckt sich also mit
den von MENCL, PRAZMOWSKI und JONES gemachten Angaben. Ob fiir den Azotobacter
wirklich ein derartiger Formenreichtum bestéht, diirfte zum mindesten fraglich er-
scheinen. Man kann auch geteilter Meinung daruber sein, ob die verschiedenen Grup-
pen zu Recht bestehen. Scharfe Grenzen lassen sich in den meisten Féllen nicht
ziehen. Einzelne Formen gleichen einander derartig, dass eine Unterscheidung
schlechterdings umdglich ist. (Gonidia = nuclear material accompanied by very
little other cell elements. Dwarfed cells s smalest specks of mostly nuclear ma-
terial.) Eine wie grosse Bedeutung gber eine etwaige Bestitigung der Entdeckung-
en von LUHNIS und SKITH haben kinnte, ist daraus ersichtlich, dass ein bedeuten-
der Bakteriologe (LIESKE, Handbuch der Pflanzenapatomie VI, p. 60) dariiber sagt:
*Es besteht kaum ein Zweifel, dass diese Untersuchungen die gesamte Bakteriologie
.anf eine neue Grundlage stellen kdnnen*. Einer Nachpriifung der Befunde steht
LIESKE sehr zuversichtlich gegeniiber. Weitere eingehende Untersuchungen miissen
geigen, ob diese Zuversicht gerechtfertigt ist.

In allen Arbeiten sind als kleinste Wuchsformen die Gonidien oder gleichwer-
tige Gebilde angegeben, aber ohne irgend welche Grenswerte. Nach JORES (41) ge-
hen die Gonidien nicht durch BERKEFELD-Filter. LUHNIS (61) hat 24 Tage alte 4zo-
tobacterXulturen (Mannit-Nitrat-Lisung) durch CHAMBERLAND-Kerzen filtriert. Un-
ter dem Mikroskop waren keine Formen su sehen; das Dunkelfeld zeigte Gonidien.
MIEHE (65 a) beschried 1923 folgende Vereuche: Arotodacter - Amylobacter-Rohkul-
turen trieb er durch lembranﬁlt:er die keine sichtbaren Zellen durchliessen, Von
dem Filtrat wurden 18 RShren und 10 Gdrkolben angesetzt. Bs blieben klar 4 Rohren
und 2 Kolben. In den {brigen Pillen entwickelten sich allmihlig normale 4o tobao-
ter- und 4mylobaoten-Zellen. MIEHE schliesst daraus, dass beide ultramikroskopi-
sche Entwicklungsformen haben miissen. Ein bestimmtes Urteil 1lésst sich dariiber
natirlich noch nicht abgeben.

Bei meinen Untersuchu.ngen iiber Morphologie und EBantwicklungsgeschichte bin ich
von Rohkulturen ausgegangen (2% Mannit, 0,02% KgliP04, 10% Boden), die. mit Erde
8us der bot. Garten zu Minster a.ngesetzt waren. Bei 30 Qrad acufgehoben gelgten
diese Kolben nach 24 Stunden eine Triibung, aus der heraus sic¢hb im weiteren 24 St.
eine diinne Oberflidchen-Haut bildete. Trat keine Gidrung ein, so wurde diese Haut
dick, derb und runzelig:. lhre Farbe war grauweiss, spiter gelb, bLraun bis in ein-
zelnen Fallen schwarz. Durch frijhzeitige Gasbildung wurde das Entstehen einer ge-
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schlossenen Decke mehr oder weniger unterbunden. Bs zeigten sich dam muf den Gas-
blasen Fetzen, die sich wie eineg Decke verhielten., Durch eine spétere Gasbildung
hob sich die I{a:ut zum Teil oder ganz von der Fliissigkeit ab.

Die Trilbung der Kulturflilssigkeit war grisstenteile bedingt durch langrunds
Zellen, die im Gegensatz zu den Angaben in der Literatur keiné oder in Einzelfdl-
len eine schwache Bigenbewegung. zeigten. Die lHaut enthielt mehr kugelige Zellen
und Doppelformen.

Als regelnisgigen Begleiter habe ich in allen Rohkulturen den Bacillus mylo-
bacter gef-nden. Von seinem Auftreten hiingt der Grad der Glrung zum grossen Teil
ab. Des Ofteren geigte sich Bact. radiodacter. Die {ibrigen Begleiter waren stark
wechselnd und wenig zahlreich bis auf Amdben, die bei der Arotodacter—Kost ‘ausge-
zeichnet gediehen. Hdufig war ein kleines Stdbchen, das dem in der Literatur oft
erwihnten, aber nie gensu untersuchten (Bac. molestue-87, 22, 51) glich, und das
in einzelnen F§llen ausserordentlich schwer zu beseitigen “‘War.

Das Isolieren des Azotodaoter gescheh durch Abstrich anf Mannitigarplatten
oder durch. Plattengiessen. Die letztere Wethode fiilhrte gewdbrlich etwas schneller
zum Zisl Das Abimpfen von einzelliegenden Kolonien wurde nach 18 Stunden, wenn
mBglich schon frilber, unter dem Binckular vorgenommen. Plafinnadeln waren fiir die
noch selr kleinea xolomen zu dick. Prisch aisgezogene Glaskapillaren von etwa %
cm Bénge unter einem spitszen Winkel an dié Platinnadel mgeschmolzen erwiesen
sich als brauchbar.

) Die sv .gewonnenen Reinkul turen wachsen gut auf Manrit-Agar (Aq. dest. 100
Agar 2, Mannit 2, K HPO, 0,02), cbonso auf Mamnit-Agar + C¢,5 CaC0Oz und auf Agar
.-nach LSHBY (Aq. dest. 100, Mdannit 1,2, Kii,P0, 0,02, MgS04 0,02, NaCl 0,02, CaSO4
0,01, CaCOx 0,51). Die Kolonien hatten das in der Literafur vielfach beschrisbene

Aussghen, ime Verfhirbung trat mur bis zu einem hellbraunen Ton ®in.

- Die einzelnen Zellem weren ir Anfang stébchenfdmig und gingen spiter in die
Kokkenform iiter. Die Beschreibung des Azotobacter chroococcum Beij. passte am bes-
ten auf sie. Ihr Verhalten Farbstoffen und Reagentien gegeniiber deckte sich mit
den Literatur-Angaten. Volutin liess sich regelmissig nach ARTHUR MEYER nachwei-
sen, nur nicht in Jungen vegetutiven Sté.bchen, die nicht differenzierten InhaI't
zeigten.

U zum vGrgle-ich einen Stamm aus anderm Boden zu haben, stellte ich aus  der
Rohkultur Juist 3 (oben, Tabelle 1) nach dem glsichen Verfahren wie beim’Stamm
Minster Reinimlturen her - Stamm Juist. Norphologiseh waren beide Stliyme gleicu,
ebenfalls in ihrer geringen Schwarmtéitigkeit. Ein Unterschied seigte sich in der
Pigmentbildung. Wihrend Minster mwr hellbraun wurde, geigte Juist allgemein einen
dunkleren Pon, der in einem Teil der Kulturen fast schwau warde,

Xin Einfluss von Kalk auf die Pigmentbildung hat sich in meinen Kulturen nicht
gozeigt. Die dunkleren Kolornien von dem Stamme Juist bildeten ihr Pigment in glei-
cher 3tlrke, ob sie audf CaCOz~haltigem oder -freiem Ager oder Fliesspapierstrei-
Ten in l.dmngea wuchsen. Das gilt auch fiir die spiter gezogenen Binzellkulturen.

: In einer € Tage alten Reimkultur fand ich in Jodpriparaten kngelige Zellan,
die typische Glycogen-Reaktiom gaben, und anderé kugelige bis lang-runde Zellen,
die sich nur hell gelb farbten. Einzelne dieser hellgellen Zellen trugen sthbchen-
.Iﬁmige Ansitze, deren Linge etwa dém Zell-Durclmesser gleichkam, Die Breite war
80, dass der’ ganze Ansats die Geéstalt eines schlanken Bekterien-Sthbchens hatte,
Da,so as sich nicht um Kunstprodukte-durch Eintluss des Jod-Jodkaliums handelte,-
Yewiesen gefdrbte und Wasserpriparate, die die gleichen Bilder zeig"en. Um Plas-—
molyse kann es sjich nicht handelrn, Ausgetretenes Plasma wiirde nie diese rogelmiis-
s8ig stibctenférmize Gestelt sngencrmen haben., Beschidigt waren die Zellen nichéi
Der Druck des Deckglases mrde durch untergelegte Glas-Kapillaren ausgeschaltet
Woher kanen diese Ansitze und ‘was hatten sie fir eine Bedeutung?
_ Die Kulturen konnten verunreinigt sein diurch Stikbohen, die etwa als Parasiten
an den 4rotobacter-Zellen sassen. Bei einem lockeren Parasitxsx:ms wiren wahrschein-
1ich auch freie Stibchen sufgetreten, bei sehr engem hiitten-sick immerkin 2 Pro-
toplasten nachweisen lassen miissen. Es konnte sich aver auch ur pleomorphisti-
. sche Erscheinurigen hendeln, wie sie LUHNIS beschrieben hat. Dann wiren freie Stib-
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:chen eine anders -Wuchsfoim des Azotobacter gewésen und Stibchien in der Gallert—
hiille solche, die sich noch nitht von der Muttsrzelle geldst oder entfernt hat-
ten.. wohl zeigten maehe-Prﬂ.parat‘a ddss die Zellen und die Stdbchen gleichmis~
‘sig 'won der Gal],erthﬁne aumgeben waren, aber eime Erkl&rung ergab sich daraus
nichiy Auffdlliw war es auch, dass nur der Stamm lilinster diese Gebilde zéigte.

Um etwaige’ Vemnmnignngen sus'uschliegsan, ging ich bsi beiden Stimmen zu
Bin-Zellkul turen iiber. Dds Puscheverfahren von-BURRL {9) .srwies sich als nicht
sehr giinstig. ‘Die Kultur gelang, als ich mit den erwiitnten Kapillaren Abstriche
auf Agarplatten machte und suf diese fein eingsritszten Striche Tuscietropfen (1;
10) setgte. In diesen Tropfen, die ndcht grdsser als das Gesichtafeld im Mikros-
kop sein s¢llen, wurden einzelne Zellen an den Rand getrieben, wo sie und ihre
hiser glutte Ukngebung mikrgskopisch gepriift werden konnten. Yerschiedenen Tropfen
warden mit den in ikneén dls kugelige Gebilde liegénden Zellen gezeichnet und mar-
kiert. Am niichsten Taze konnte ich die kleinen Kolonien, die¢ aus den einzelnen
Zellen entstanden waren, wieder aufsuchen und davon unter dem Mikroskop mit Ka-
pillaren abimpfen. Auf diese Weiae wurden zunfichst je 3 Stérme gezogen. Die drei
isolierten Zellen des Stammes Miinster ha.ton ki.ue Ansitze getragen. Wir die spi-
teran Unterauckmngen kam von don Stémmen, die sich zunlfichst in keiner Weise un-
torschiaden, mur je einer in Frage. .

Am 1C. Tage fepd ich in einer Ein-Zellkultur des Stemmes Miinster die ersten
siabchenfdpmigen Ansiitze, nach und nach in agllen vorhandenen Kulturen. Bei ier
8ohr grossen Sorgfalt, nit ‘der ich diess Xulturen behandelt Lade, ist das ein
vollkommener Beweis fiir ihre Reinheit. Selbstlhndige St&bchen enthielt nach eini-
gen Wochen eine Kultur. Im Hinblick auf die grosse Zahl der im Veriauf der Arbeit
untersuchten Xulturen ohne fraje Stibchen ist mit Sicherheit anzunehmen, dass in
diesem Fall doch eine Verunreinigung eingetreten war.

Die Ansitze waren von den 4dzotobacter—Zellen gebildet.. Farbstoffen gegendber
verhielten sie sich genau.wie die Zellen selbst. Ihr Inhalt war hompgen, zeigte
aber such manchmga)l im vorderen Stiick eine ‘oder swei stlrker lichtbrechende Stel-
len. Eine aktive Bewegung.der Zellen wer in keinesd Falle zu beobachten. Immer
trugen die einzelnen Zellen mur einen Fortset2, Bine Doppelform jedoch, deren ei-
ne 3eite eingeschniirt war, trug in der Mitte der.andern, geraden Seite 2 Stébchen
mit jo zwei lichtbrechenden Einschliissen. Die Spitzen der Ansjitze weren etwas aus-
-eingnder gebogen. In der Regel waren die Ansitze gerads.

Um ifber das Schicksal dieser Gebilde Aufschluss zu bekomuen, stellte ich Dau-
or-Beobachtungen an. Tropfenkulturen waren nicht su verwenden, weil darin die ein-
zelnen Zellen ihre Lage durch Erscliltteryng atc. Hnderten. Lgar—'!ropfen vurden
durch das Beimpfen leicht beschédigt, ausserdem stdrté ihre ungleilmissige Dicke
sehr. Gute Brfolge ceigten sich, als euf mit wénig Bakterian-Masse bestrichene
Deckgliser ein dﬂ.nnea, gletconmissitg dickea diexss Sick.
Agar-Platte gelegt war, und die sc vorbereiteten Dockglaser auf Gaskamrern gekzt-
tet wurden, die auf Objekttrigern befestigt waren. Die seitlichen Rihren-der Gas-
kamnern kon.nten durch Wassertropfen verschlossen wsrden. iuf den Boden der Kammer
kem auch ein Tropfen Wasser. Ein Austrocknen des igars trat demm micht e@in, In
diesen Kulturen wuchsen die normalen Zsiler sshr gut. Die Zellen mit Aneitsen #én-
derten sich aber such nicht in einem Fall, Es wir bei Beobachtungen bis zu 4 Ta-
gen (die Kulturen standen bei 30 Orad) weder eine Grissen- noch eine Sestalts-
fnderung noch ein Ablésen zu beobachten: Nach diesen Feststellungen mussten die .
Untersuchungen der Ansitze sufgegeben werden. Uber die Natur der Sthbchen lHsst
sich demnach nichts aussagen,

Vielleicht jedoch besteht eine Beziehung swiscoen uen stabchentragenden Zel-
len und den bei LUMNIS und SUITI angegebenen Verbidmunge-Stadien (51, 61, 62).

Mit absoluter Sicheriwit konnte ich Verbidmungen mir einigemel in Klteres Xultu-
ren beobachten. Bs waren in diesen Fhllen je 2 Zellen seitlich durch eine schme-
'1e Plasmma-Briicke verbunden (§eine Schleimféden!)., Die Briickon waren in Wasserprié-
paraten vollkommen homogen. Bei Lebendfiirbung zeigten sich keine Einschliisse.
Wenn zwei oder mehr Zellen an den Polen durch Fortsitze verbunden sind, so kdn-
nen das Verbindungen, aber auch unvollstfndige Teilungen sein (72). Es lhsst
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sich da mir eine bestirmte Entschejidung aussprachgn, wenn die Entstelung des Zu-
standes beobchtet ist, es svi denn, dass etwa durch Féroung Lesondere Binschliis-
se oder Verdndeiungen festgestellt wiirden. Aus diesem Grunde habe ich in erster
Linie nach seitlichen Verbindungen gesucht. Besteht die Verbjudung zwischen Pol
der einen und Breitseite der andern Zelle, so kann ee eich nié um Peilung, son~
dern nur um spiter hergestellte Verbindung der Zellen handeln (61, P.A.). Auch
derartige Félle habe ich gefunden, aber selten. Damit ist der Befund von LUHNIS
und SL‘I'I'H {iber "conjunctions® bestdtigt. Ich habe aber keine Anhaltspunkte ge-
funden, die fiir einen Sexualakt. spridchena.

VielIeicht finden sich Briickenstadien hliufiger, wenn die Zellen sich lebhaft
bewegen oder bewegt haben. Gewdhnlich waren die Zellen beider Stéume unbeweglich.
Hin und wieder fanden sich in einzelnen Kulturen Zellen, die eine schwache Eigen~
‘bewegung zeigten, aber zu einer bdefrisdigenden Geisselfiirbung war das Material
nie asusreichend, auch nicht aus Fliissigkeits-Kulturen, Kolben.oder Reagenzgliésern
mit Fliesspapierstreifen. Um die Zellen auf ihre Bewegungsféhigkeit zu priifen,
stellte ich in Kolben mit Nidhrldsung Glesrdhren, &ie einen beimpften Fliesspapier~
streifen enthielten. War auf dem Streifen eine hinreichende Bakteriemmasse ge-
wachsen, so wurde in die Glasrdhre ein mit Pyrogallol getrédnkter Wattebsusch ein-
gefiihrt, einige Tropfen KOI zugegeben und darguf luftdicht verschlcssen. Wegen
des jetzt eintrstenden Sauerstoff-Mangels wurden die Lebensbedingungen fiir den
Azotobacter in der ROhre ungilnstig, widhrend sie aussen in den Nihrlosung nicht
geandert waren. In der Fliissigkeit musste von aussen nach dem Innern der Rihre
ein Saneratoff-Abfall bestehen. Aussen wirkte der Sauerstoff der Luft, wdhrend
imnen der Partialdruck nalhiezu.0 war. Sich diesen Verhdltnissen fijgernd, wanderten
nach einiger Zeit die 4zotodacter—2ellen, wie zu erwarten war, aus dem Rohr in
die “ussere Nihrlosung. Aber auch bel dieser Gelegenheit war es ummdglich, aus
den Xolben lebhafte Schwiirmer zu gewinnen.

Nach diesen Befunden war es um so {iberraschender, dass in einer nach oben an-
gegevener Weise fiir Dauer-Beobachtungen an Involutionsformen vorbereiteten Gas-
kamer nach 24-stiindigem Aufenthalt im Brutschrank bei 30 Grad eine Hussert rege
‘Schwdmtitigkeit eingesetzt hatte. Simtliche Involutionsformen, die aps einer
verhtiltniemiissig jungen Kultur stammten, waren verschwunden. Aus ihnen mussten
die Schwirmer hervorgegangen sein, denn die normalen, kugeligen Zellen lagen noch
im Priiparat. Durch diesen Fall war auch die Weiterentwicklung (wenigstens die
Miglichkeit) nicht zu alter Involutiponsformen erwiesen. Ob es sich dabei um Ar-
throsporen oder Hhnliche Dinge gehandelt hat, kann ich nicht entscheiden, weil
der Versuch nicht wieder gelang. In feuchten Kexmern liessen sich die normalen
Zellen auch nicht dadurch zum Schwiirmen bringen, dass suf den Boden und in die
Seitenrdhren der Gaskammern statt des Wassers Prhydrol in verschiedensn Xonzentra-
tionen gebracht wurde.

In den Kammern mit Agarplatten bildeten beide Stiémme gelegentlich Zellen aus,
_deren Durclmesser 2,5 mal so gross war wie der normale. Diese Riesenzellen hat-
"ten fast immer eine derbe Hembran,+der das Plasma anlag, wihrend das Zell-Innere
von einer oder mehreren grossen Vakuolen eingenormen wurde. Weiterhin hatten bei-
de Stiume die Eigenschaft gemeinsem, Regenerationsformen’ zu bilden (72, 62),"
der Weise, dass stark lichtbrechende, meistens winasig kleine Korperchen aus dem
Innern der Zellen nach aussen wanderten. Sie wurden nicht an der fussenseite ge-
bildet. Der Durchtritt durch die Zellwand komnte bei Dauer-Beobachtung verfolgt
worden. Die Mutterzelle blieb dabéi durchaus erhalten und lebensfdhig. Die aus
absterbenden Zellen austretenden Kdrper waren gewdhnlich grossdr. O0ft, besonders
beim Stamm Juist, ldste sich die Wand der Mutterzelle auf, und es lag damm in
mehr oder weniger regelmiédsgiger Anordung ein ganzer Kowplex von diesen Kdrpern
im Pridparat (62, P1. 2). Beobachtet habe ich die Weiter-Entwicklung dieser Rege-
nerationskdrper nicht, aber die verschiedenen Prédparate waren ausreichend fiir ei-
ne Bestitigung der hieriiber von PRAZHOWSKI (72) und LUHNIS (62) gemachten Anga-
ben. Ausser dicsen Gonidien bzw. "regenerative bodies® habe ich von den *repro-
anctive organs® mur ™microcysts® gefunden. Die aus dieuen auskeimender Zellen

waron kugelig, micht stiébchenfdrmig.
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Um die von LUHNIS beschriebenen Wuchsformén zu giehon, wurden Xulturen von
beidon Sitamen angesetzt, ERLENMEYER-Kolben mit-den oben engegebenen NihrlSsun-
gen, in die ein Fliesspapier-Streifen tauchte, der ilber einen Glasbiigel-.gehlingt
war, oder Reagenzglliser mit Ldsungen und eingelegten Fliesspaspier-Streifen. End-
lich kamen noch (nach 62, p. 403) Extrakte von BSden rur Anwendung, in denen in
wenigen Wochen alle Entwickelungs-Stadien mit grosser Regelmissigkeit zu Yeobdach-
ten sein sollen. (Ob LUHNIS und SMITH die Biden mit oder ohne Marnit-Losung er-
hitzt haben, ist aus den Angadben nicht ersichtlich,) _ )

Boden 1: Botan. Garten, pH 7} § g eine Stunde be§ 110 fGrad ‘getrocknet batten
einen Gewichtsverlust von 0,680 g. . , '

Boden 2: Kalkhaltiger Lehm, pH 8; 5 g gotrocknst wie bei 1 hatten einen Ge-
wichtsverluat von 1,100g.

Von diesen Bdden wurden Portionen zu 5 g in natiirlich feuchtem Zustand in Re-
agenzglaser gefiilly und bei 1,8 Atm, 45 Mimten.im Autoklaven erhiizt. Am ndchs-
ten Tage wurden 5 com einer 0,58 Mannitl®sung zugegeben und die Gliser wiedsr
auf 1,8 Atm, gebracht. Am dritten Page wurde nochmal ‘20 Minuten im strdmenden
‘Dampf sterilisiert. Boden 1 fiillte den unteren Teil der Gliiser gleichmissig aus,
dariiber stand eine 1 - 1,5 cm hohe Fliissigkeitsschicht. Boden .war grobkdrnig,
fiillte ,die Gléser daher nicht gleicimissig und ragte mit den obersten Stlicken
aus der Plfissigkeit horans. Geimpft wurden von beiden Serien je 4 RShren mit dem
Stam Minster und je 4 mit dem Stemm Juist. Der Rest (je 4 Réhren) blieb zur Kon-
- t¥olle steril. Fiinf Tage wurden die Kulturen im Brutschrank be4 30 Grad gehalten,
dasnn bei Zimmertemperatur. Nach 14 Tagen kam die Hilfte jedoch wieder in dep
- Brutschrank zuriick.

Vier Wochen hindurch habe ich die Kulturén untersucht. Der Azotobacter wucks
gut in ihnen, {ber Boden 1 bildote sich e¢in ‘weisser Schleisr; der ziemlich
schnell an Stérke zunahm. Pie Flilssigkeit trug-ein feines. Obérflichen~Hautchen.
U’ die oberen Brocken des Bodens 2 legte sich ebwas spiiter als bei 1 oin.Scilei-
~ er, Ein Oberfl4chen-Hiutchpn kam keum zur Ausbildung. Morphologisch warén alle-
Xulturer gleich. ‘ . _

~Von den 7 Wichsformen waren, in den Kulturen nachzuweisen: 1. "“lgrge non-spo-
rulating cells®; 2. ®coccoid forms*; 3. "dwarfed cells¥. - In der Literatur-Be-
sprechung habe ich schon dprauf hingewiesen, dass ®"dwarfed cells® und ®gonidia®
nicht zu uaterscheiden simd, wenigstens nicht, wenn es sith ‘um'einzelne Zellen
handelt. Den *fungoid.cell type®, die “smell fob sporulatirig rods® und die *lar
ge sporulating cells® (nicht zu verwbchseln mit den "microcysts®) habe ich in
keinem Fall, weder in Bodenextrakt-Kulturen noch in Nihridsungem oder auf Agar
nacbweisen kdnnen, '
. Ebenso werig ist €s mir gelungen, das ®symplasm® zu finden. Wobl kommen in -
den Kulturen und Préparatén (Dauver-Beobachtumg) Zellkomplexe vor, die zerfielon
und des ¥indruck einer verschmolzenen Masse machten, in der Gonidien lagen odez
sich entwickelten, Diese Zelled wmren aber tot, und @ie Goridjen waren schon
vor der Aufldsung der Zesllen gebildet. Von einem Misches der Protoplasten und
darauf ‘neu einsetzender Zellbildung konnte unter keinen Umsténden dig Rede sein.

ZUSAMMENTF ASSURG.
1. Vorkommen und Verbreitung dos $adtobacter.

Das Vorkommen des Azotobacter ist im wesentlichen. ebhingig von der Durchlyf-
tung und Regktion des Bodens, _ _ . o ‘

Eine Zusammenstellung aller Bdden, deren pH nach WHERRY bestimmt wurde, er-
givt, dass B4% 4zotobacter enthielten. Der Grenzwert fiir sein Vorkommen lag auf
der sauren Seite bel pH &, auf der alkalischen din ich gzu keinem Grenzwsrt gekom-
men, weil mir Bdden mit einer Reaktion iiber pH 8 nicht zuginglich waren. .

Die Kcker alléin zusammengefasst, énthielten gu 74% Azotodacter. Diejenigen
ohne Azotobaoter lagen alle unter 5,5. Der Untdrschied im Azotobacter-Gehalt
swischen den Bdden #berhaupt (54%) und den Ackerbdden (74%) liegt darin begriin-
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det, dass bei den Bdden einerseits solche untersucht sind, die ausgesprochen gau-
r¢ Reaktion hatten (Moorbidden), anderersefts undearbeitete Bdden, deren Regktion
fiir das Gedeihen des Adsotodgoter ausgereicht hitte, demén aber die Durchliiftung
fehlte. Bei den Ackerbiden findet eine mrchlﬁftung durch die Bearbeitung statt,
und eine saure Reaktion kommt mur in Ausnahme-F#llen vor,

In allen Proben von Wegen-wdr. dzotobacter zu finden (im Gegensatz zu KEDING).
Bs iat unter diesén Umstkinden eire Infektion neu angelegter Acker leicht méglich.
Alle Gewlisser enthielten ebenfalls 4rolodacter. Eine: Ausnahms bildeta ein Hoor-
graben, dessen pH 4,5 betrug.

Sémtliche Bod.ehproben der Inseln Juist und Helgoland emthielten 4zotodactcr.
Das Wasser der Nordsee, an der Nordkiate von Juist bei kormender Flut nnige m—-
ter vom Strande entnommen; ebemfalls. , .

2. Morphologie und Entwlcklungsyschichte

Daas Versuchsmaterial lieferten ‘zwel Sthume minster und Juist, die als Bin-
Zellkulturen. gezogen wargn.' Yorphologisch unterschieden sich die Stiémme nicht. .

Die Pigmentblldung war beim Stapm Juist stérker als bei Milnster. Eire Bezie-

zwischeh Kalkgehalt des Nihrbodens und Pigmentbildung bestand in baiden Fil-
len nicht.

Volutin war regelmissig in nicht gu jJungen-Zellen nachzuweisen (Gegenaatz za
PRAZNOWSKT) »

In den Kulturen des Stemmes Miunster fanden sich glycogen-freie Zellen, die
st8bchenfdrmige Ansiitze trugen. Parbstoffen und Resgentien gegeniiber verhielten
sich Ansitze und Zellen gleich. Eine Weiterentwicklung der Gebilde war nicht zu
begbachten. Ihre Bedeutung ist daher noch unbestimmt.

In der Arbeit von LUHNIS und SMITH. sind fur Axotobacter folgende Formen an-

gogeben:
A. Wuchsformen.

1. Largs non spomlating tells: typische Xaotobaoter-zellen.

2. Coccoid forma: rundliche Zellen, bedeutend kleiner als die- unter 1,

3. Dwarfed cell type: Zwergformen, zum grossten Teil aus Kernsubstans besteh.

4. Fungoid cell type: stibchenfdrmige, oft verzweigte Zellen. _

5. Smell non sporulating rods: GRAM-negative, unbewegliche Stdbchen, _

6. 8mgll sporulating rods: GRAM-negative Stiébchen mif Polsténdigen Sporen.

7. Large sporilating cells: GRAM-positive Stébchen mit Sporen. '

B. Regenaerationsformen.

1. CGonidia: Kernsubstanz mit wenig Zell-Elementen.

2. Regenerative bdodies: Kernsubstanz mit mehr Reservestoffen.

3. Arthrospores: regenerative bodies mit t dsmerhafter llembran.

4. 'Bicrocysts: normale Zellen mit verdickter Membran. ‘

5. Bndospores: Sporen innerhaldb der Mutterzelle gewachsen.

6. Exospores; Sporen ausserhald der Mutterzelle gewachsen.

C. Symplasma und conjunction.

Das Symplasma wird gebildet durch ein Verschmelzen verschiédener Protoplas-—
‘tén. Aus ihnen kdnnen alle Formen (einige auf indirektem Wege) hervorgehen. Die
conjunctions stellen eine Verbingung von 2 (oder mehr) Zellen durch eine Plasma-
‘briicke dar. Nach dem Auftreten der Verbindun_gen werden Regenerationsformen gebil-
det.,

.Bestdtigen kann ich von en W‘uchafomem 1. large non sporulating cells; 2.
coccoid forms; 3. dwarfed cell type. - Von den Regenerationsformen: 1. gonidia;
2. regenerative bodies; 3. microcysta. - Die aus den Mikrocysten auskeimenden
Zellen hatten xngelgestelt. :

- Verbindungsstadien waren vorhanden, Uber ihre Bedeut\mg liess sich jedoch
nichts feststellen.

' Nicht bestdtigen konnte ich den fungoid cell type, die- small non sporulating
rods, die large sporulating rods und die arthrospores, endospores ur.d exospores.

Das Symplasma war ebenfalls nicht nechzuweisgen.
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Es ergibt sich demnach aus meinen Befunden, dass der Aéo‘tobagter in besug aul
Zellgrosse und Gestalt siemlich stark wechseln kann. Ejn derartiges Fomverinde-
rungs-Vermdgen, wie es von LUHNIS und SMITU angegeten wird, kanr ich aber dem iz
tobacternicht zuschreiben.

Die Arbeit wurde im Botanischen Institut der UiNversitdt Minster unter Lei-
tung von Herrn Prof. Dr. BENECKE amsgefilhrt. ‘Zu wie grossem Danke ich mcinem hoch-
verehrten Lehrer verpflichtet bin, dessen werde ich mir inmer bewusst dlcoiten,
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