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(Dal Laboratorio di Microbiologia Agraria e Tecnica della Facolta

Agraria
della Regia Universita di Perugia.)

illa validiti del gemere Torulaspora.
Per
Tommaso Castelli.
Con 3 figure nel testo.

(Eingegangen am 20. Februar 1940.)

In ricerche eseguite presso questo laboratorio sugli agenti della
fermentazione vinaria nella regione umbra (1, 2) fu segnalato l'attivo
intervento della Torulaspora Rosei. Su 379 culture ottenute nell'indagine
di 87 mosti provenienti dalle diverse localith umbre vennero isolati 21
stipiti di Torulaspora Rosei riscontrati in 11 mosti. I risultati ottenuti
nelle ricerche eseguite nella regione umbra nel 1933, trovarono una
valida conferma nelle indagini svolte nel 1936 nella regione del Chianti
classico e zone limitrofe (3) e in quelle del 1937 sempre nella zona del
Chianti classico (4). Nel 1936, su 93 mosti esaminati, la Torulaspora
Rosei venne riscontrata presente in 18 mosti, mentre nelle indagini del
1937 detto blastomicete venne riscontrato in quattro, su 10 mosti presi
in considerazione.

Sia per l'elevata percentuale di frequenza con la quale la Torula-
spora Rosei si riscontra nei mosti naturalmente fermentanti, come per
la non indifferente quantiti di alcool che detta specie & capace di produrre
si puo ritenere che la presenza, nel processo fermentativo, della Torula-
spora Rosei, non pregiudichi minimamente 1'ottenimento di un vino
coi normali caratteri organolettici (5). A questo riguardo credo necessario
esporre le quantiti di alcool che gli stipiti di minima e massima attivitd,
isolati dalle varie localita si sono dimostrati capaci di produrre.

Culture isolate nella regione umbra nel 1933: stipite di minima 7,34 %

in peso (9,249, in volume), stipite di massima 9,989, in peso (12,589, in
volume).

Culture isolate nel Chianti classico e zone limitrofe nel 1936:
stipite di minima 7,869 in peso (9,90 %, in volume) stipite di massima 10,60 ©,
i S o In volume).

Culture isolate nel Chianti classico nel 1937; stipite di minima 79, in
peso (8,82 % in volume), stipite di massima 10 % in peso (12,60 % in volume).

E senza dubbio particolarmente interessante, anche ai fini pratici,
si presenta, 'indagine rivolta a stabilire quali sono, sia qualitativamente
che quantitativamente, i prodotti, sia principali come secondari, della
fermentazione operata nel mosto d’uva dalla T'orulaspora Rosei e da

altri blastomiceti che si rinvengono frequentemente nella microflora dei
Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 11.
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120 T. Castelli:

mosti italiani. Alcune di queste indagini sono pertanto in corso di
esecuzione in questo laboratorio.

La Torulaspora Rosei Guilliermond venne isolate da Rose da secrezioni
mucose di alcune quercie e successivamente & stata riscontrata fln altri
ricercatori. In Italia ricordo una segnalazione di Verona e Luchetti (6) che
hanno isolato la Torulaspora Rosei da un vino cotto della regione marchlr
giana ed una di Sacchetti (7) che ha trovato detto blastomicete su bacche di
vischio. Il genere Torulaspora Lindner & attualmente riconosciuto, per
quanto mi consta, dalla grande maggioranza dei ricercatori, esso & pertanto
riferito nel sistema elaborato dalla Stelling-Dekker (8) ed & riportato anche
in una abbastanza recente rassegna di Guilliermond (9). Il genere Tzn'ulcf—
spora Lindner, che é molto prossimo e si pué considerare intermedio tra il
genere Saccharomyces Meyen e Zygosaccharomyces Barker, presenta cellule
rotonde riunite anche a gruppi. Aschi formantisi per partenogenesi Spesso
in seguito a fatti pseudocopulativi. Ascospore rotonde a parete liscia
generalmente in numero di 1—2 per asco e contenenti un globulo di grasso.
Forme che vegetano sottoforma di deposito e che non danno velo o anello
o li producono soltanto nelle vecchie culture. I blastomiceti che secondo
la Stelling-Dekker si debbono riportare attualmente al genere Torulaspora
sono i seguenti: Torulaspora Delbriicki Lindner (isolata da una birra inglese),
Torulaspora Rosei Guilliermond (isolata da secrezioni mucose di quercie)
e Torulaspora fermentati Saito (isolata da un mosto in fermentazione derivante
dalla saccarificazione del sorgo).

Nel 1932 il Krumbholz (10) si é domandato se fosse legittimo conservare
il genere T'orulaspora. In base a confronti stabiliti tra la Torulaspora Roset
e lo Zygosaccharomyces globiformis (11) e avendo osservato che in amb_cdlw
le forme la produzione degli aschi derivava anche da fatti di copulazione,
il Krumbholz ha stabilito 'identita delle due forme e ritiene non doversi
pitt considerare valido il genere Torulaspora. In tal maniera Torulaspora
Rosei cade in sinonimia con Zygosaccharomyces globiformis mentre per le
altre due specie del genere Torulaspora vengono proposte le nuove combina-
zioni: Zygosaccharomyces Delbriicki (Lindner) Kr. e Zygosaccharomyces
fermentati (Saito) Kr. A

Sacchetti in base a prove di fermcnluzione.su Pinulina e la destrina,
eseguite parallelamente su Zorulaspora Rosei-Zygosaccharomyces .fll"l”'
formis e su di una forma isolata da bacche di vischio, molto‘ pl'OSS}m“ 1“
Torulaspora Roset, pur riservandosi di trattare in altrolluogo i 1~1su]ta§| del 'e
indagini citologiche sulle cellule vegetative e s‘_‘gh aschi, & portato a ritenere
perfettamente giustificata 1'affermazione di Krumbholz.

Come & stato precedentemente accennato, in questo labomtout(?
. il i

s0no state ottenute numerose culture di blastomiceti, isolate da mol

i ioni ¢ a Tl P a ala-

in fermentazione delle regioni Umbra e Toscana, da riportare a Toru

ygi di sporificazione di volta in volta

spora Rosei. Nei numerosissimi sagg; :
eseguiti e nelle molteplici osservazioni fatte sulle cell}l]e, sul p.rolung.;a-
menti che si producono precedentemente alla formazione degli aschi e
sugli aschi medesimi, non ho potuto mai osservare che tra le cellu!e ol
prolungamenti da esse emessi, vi fossero dei fatti di fusione onde.l asct?
formatosi fosse il risultato di una vera coniugazione e quindi detti

1 M : 10 7 o4 )
blastomiceti fossero da riportare al genere Zygosaccharomyces.



Sulla validita del genere Torulaspora. 121

B pur vero che, se in alcune specie del genere Zygosaccharomyces
i fatti di coniugazione sono molto evidenti e gli aschi che derivano per
partenogenesi sono scarsissimi, ne esistono altre nelle quali il numero
delle cellule che si trasforma in asco & molto esiguo e di questo numero
soltanto una minima parte ¢ il derivato di una tipica coniugazione. Un
caratteristico esempio di quanto ho accennato si osserva nello Zygo-
saccharomyces florentinus da me riscontrato in un mosto dei colli fiorentini
nelle indagini del 1936 (12), e che si pud pertanto considerare una tipica
forma di transizione tra i generi 7orulaspora e Zygosaccharomyces.
Trovandomi in possesso di un certo numero di stipiti di 7'orulaspora
Rosei ho creduto opportuno eseguirne uno studio molto diligente ed
accurato, e nello stesso tempo parallelamente alle mie culture e con le
medesime modalita, ho sottoposto all’indagine anche una cultura di
Zygosaccharomyces globiformis forma tipica, avuta dal Centraalbureau
voor Schimmelcultures di Baarn.

Non credo necessario riportare la tecnica seguita nell'indagine,
perché essa si trova ampiamente descritta nelle mie note gia citate e
perché corrisponde, sia pure con lievissime modificazioni, a quella
adottata dalla Stelling-Delker. Gli stipiti presiin considerazione, riportati
con i loro numeri della collezione o del protocollo di esperienze, sono
stati i seguenti 63, G4, G5, 66 isolati da vari mosti dell’'Umbria nella
vendemmia del 1933 50, 75, 77, 175, 202, 223, 248, 250, 390, 426, 443,
463, 195, 4199, 501, 509 isolati dai mosti del Chianti classico, colli senesi
e colli fiorentini durante le vendemmie del 1936 e 1937, e lo Zygosaccharo-
myces globiformis. Tutte queste culture sono state mantenute in vita
eseguendone circa ogni mese un passaggio, alternativamente su mosto
d'uva e su agar di malto. Preferisco subito accennare che tutti gli stipiti
sottoposti allo studio si sono dimostrati identici e le lievi diversita
riscontrate non erano tali da permetterne una sufficiente differenzia-
zione sia pure nell'ambito della varietd. 1 caratteri pertanto ottenuti
per tutti gli stipiti si possono cosi riassumere.

La colonia su gelatina di mosto o su gelatina di malto dopo 5—6 gioini
a 18° si presenta rotonda, gibbosa, liscia e a margini uniti, di colore bianco
e di aspetto ceroso, non liquefacente.

Nelle giovani culture su mosto d'uva o su infuso di malto sviluppate
a 25°% le cellule si presentano isolate o riunite a giuppetti di diversi elementi,
globose o leggermente ovali. Negli aggruppamenti cellulari accanto a
cellule normali ne osservano spesso altre notevolmente pit piccole. Le
cellule sono generalmente gemmate, a volte plurigemmate. Le dimensioni
del diametro variano da p. 2,8 3.5 fino a p 5,5—6. Nell'invecchiamento
si osservano cellule spesso molto piu grandi e con globulo di grasso.

Nel mosto come nel malto si ha dapprima intorbidamento, indi fermen-
tazione attiva e poi deposito: invecchiando la cultura si ha generalmente
formazione di anello. Nelle culture per striscio in agar di malto, sia I'aspetto
come la disposizione delle cellule non diversifica da quello notato per le

%



122 T. Castelli:

culture allestite sui substrati liquidi. Nelle vecchie culture di oltre venti
giorni le cellule assumono forme e dimensioni notevolmente varie; accanto
a cellule normali se ne notano altre di dimensioni molto maggiori, molte
cellule presentano deformazioni svariatissime ma per lo pit mostrano uno
0 pil prolungamenti variamente lunghi e contorti di aspetto molto caratteri-
stico (v. fig. 1). La patina in agar di malto si presenta umida, liscia in centro
e scarsamente lobata ad i bordi, di colore bianco.

Fig. 1. Torulaspora Rosei.
Cellule che hanno emesso prolungamenti. (Ingrandimento circa 500.)

La colonia gigante in gelatina di mosto dopo due mesi a 18° si presenta
rotonda con crutere centrale, occupante circa la meta della colonia, scarsa-
mente profondo. Dal cratere, mediante variegature o grosse lobature si

Torulaspora Roset.

di mosto dopo 2 mesi a 18%. Da sinistra a destra e xlnll‘_allg 1:1

_Zygosaceh. globiformis forma tipica 223, 63, 509, 50, 501, 51, 20%
75, 442, 426. (3/; Grand. naturale.)

Colonie giganti su gelati;
basso: stipite 64, 65, 66
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va ad i bordi che si presentano lisci e lobati. Il colore & bianco, I'aspetto
ceroso e la gelatina non mostia traccia di liquefazione o rammollimento
(v. fig. 2). L'infissione su gelatina di mosto dopo 3 mesi a 18° mostra
sviluppo a chiodo con testa screpolata e crescita anche lungo il canale
d’innesto. La gelatina non é fusa né rammollita ma fortemente fessurata
in ~eguito a sviluppo di gas.

La ricerca della sporificazione ¢ stata eseguita su agar di malto,
agar Gorodkowa, sui blocchetti di gesso e sulla silice gelatinosa (13).
La produzione di spore su agar di malto ed anche su agar Gorodkowa
¢ generalmente tardiva ed in ogni caso assai scarsa. Nella silice gelatinosa
ma maggiormente sui blocchetti di gesso la sporificazione pur essendo
relativamente scarsa, si manifesta, a 250, asseconda degli stipiti, dopo

Torulaspora Rosei,
Cultuia sporificata (Ingrandimento cirea 500).

35 giorni. Gli aschi sono sempre partenogenetici e contengono quasi
sempre due, molto raramente tre spore, rotonde a parete liscia e con
globulo oleoso centrale (v. fig. 3). Gli aschi si presentano quasi sempre
ovali e le spore hanno un diametro di p 2,6—2,8. Sia nella silice gelati-
nosa e nel gesso ma nell'agar di malto e particolarmente nell’agar
Gorodkowa la sporificazione ¢ preceduta da emissione da parte delle
cellule, di prolungamenti di numero vario e di dimensioni le piu diverse.
Detti prolungamenti a volte rimangono come tali, tal’altra due pro-
lungamenti emessi da due cellule vicine sembrano toccarsi; in ogni
modo non & stato mai osservato riassorbimento della membrana e
quindi formazione di un vero canale di copulazione. Le osservazioni
eseguite al riguardo sono state numerosissime, molto accurate e condotte
con particolare pazienza. Mai, in nessuno stipite preso in esame, ho
notato, nelle condizioni sperimentate, fatti da riportarsi ad una tipica
coniugazione.
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La fermentabilita degli zuccheri & stata eseguita, sia col sistema Durham
come con le provette Einhorn, in brodo di carne col 29, dei rispettivi
zuccheri. Tutti gli stipiti, senza eccezione, hanno dimostrato di fermentare
glucosio, levulosio, mannosio, saccarosio e raffinosio per 1/3.

Nella nota citata Sacchetti riferisce di aver saggiato per Torulaspora
Rosei, Zygosacch. globiformis ed altre specie la capacita a fermentare
I'inulina e la destrina. Similmente a quanto ha osservato Sacchetti,
anch’io ho trovato che tanto Torulaspora Rosei quanto ZngSﬂCCh~
globiformis sono capaci di fermentare l'inulina ma non la destrina.
Rispetto ai risultati ottenuti da Sacchetti sulla fermentazione dell’inulina,
i miei stipiti hanno dimostrato una maggiore prontezza nella fermenta-
zione; cosi produzione di gas col sistema Durham si & avuta dopo 2 giorni
per molti stipiti, compreso lo Zygosacch. globiformis, e dopo 4 giorni
per tutti gli stipiti. Per quanto riguarda la destrina Sacchetti riferisce
che la fermentazione mentre non si osserva col sistema Durham si svela
col metodo delle microfermentazioni di Lindner., Non ho creduto
necessario verificare l'asserto di Sacchetti poiché i risultati che si ottengono
col metodo delle microfermentazioni di Lindner sono fortemente malsi-
curi e pertanto detto sistema & oggi quasi universalmente non seguito.

L’assimilazione dei nitrati é risultata sempre negativa e lo sviluppo in
presenza di alcool etilico & stato sempre molto scarso.

I1 potere fermentativo, saggiato su mosto d’uva zuccherato sterilizzato
alla pentola di Koch per 40 minuti, senza allontanarne le parti coagulate
e precipitate, ¢ risultata abbastanza notevole. Le quantita di alcool formate
per gli stipiti di minima e massima attivitd sono state rispettivamente le
seguenti: 79, in peso (8,82°%, in volume) e 10,60°%, in peso (13,35% in
volume).

Da quanto & stato esposto si possono fare le seguenti considerazioni.
La formazione degli aschi nella specie indicata come Torulaspora Rosei
avviene sempre per partenogenesi e pertanto si ritiene che il genere
Torulaspora debba essere conservato. Similmente a quanto hanno
osservato Krumbholz e Sacchetti le forme indicate come 7Torulaspora
Rosei e Zygosaccharomyces globiformis si debbono considerare come
appartenenti alla medesima specie. I caratteri riferiti dalla Stelling-
Dekker per Torulaspora Rosei si debbono considerare esatti; l'unica
lieve differenza riscontrata riguarda la fluidificazione della gelatina,
trovata positiva, sia pure tardivamente, dalla Stelling-Dekker mentre
negli stipiti da me saggiati e cosi pure per quello riferito da Verona la
fluidificazione della gelatina non & stata notata memmeno nelle culture
vecchie di tre mesi. Similmente a quanto ha riscontrato Sacchetti ed
in contrasto con quanto riferisce Verona per la sua cultura, gli stipiti
da me saggiati sono capaci di fermentare ed anche prontamente I’inulina.

Le mie ricerche portano pertanto alle seguenti conclusioni:

(1) Accurate e pazienti osservazioni sulla maniera di produzione
degli aschi, eseguite su 20 stipiti di 7'orulaspora Rosei ed in uno stipite
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di Zygosaccharomyces globiformis, hanno dimostrato che, nelle condi-
zioni sperimentate, essa & sempre partenogenetica.

(2) Lo studio dei 20 stipiti in questione eseguito parallelamente
a quello dello Zygosaccharomyces globiformis forma tipica, ha dimostrato
che tutte le culture saggiate si debbono considerare come appartenenti
alle specie indicata da Guilliermond come Torulaspora Rosei.

(3) Si conferma il fatto della capacith a fermentare l'inulina da
parte della 7'orulaspora Rosei, mentre in contrasto a quanto & stato
da alcuni riscontrato e a conferma di quanto & stato da altri riferito,
si nota che Torulaspora Rosei non possiede la capacitd a fluidificare,
sia pure tardivamente la gelatina.

Riassunto.

E stato eseguito uno studio su 20 stipiti di Z'orulaspora Rosei ed uno
di Zygosaccharomyces globiformis forma tipica, specialmente a riguardo
della maniera di produzione delle spore. Nelle condizioni sperimentate
si & notato che detta produzione & sempre partenogenetica e si conclude
pertanto che il genere 7orulaspora debba essere mantenuto.

Zusammenfassung.
Uber die Giiltigkeit der Gattung Torulaspora.

An 20 Stimmen von Torulaspora Rosei und 1 Stamm von Zygo-
saccharomyces globiformis forma typica wurde insbesondere die Sporen-
bildung untersucht. Da diese bei jenen immer parthenogenetisch
erfolgt, mufl die Gattung Zorulaspora aufrecht erhalten werden.
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(Dal Laboratorio di Microbiologia Agraria e Tecnica della Facolta Agraria
della Regia Universita di Perugia.)

Considerazioni sulla Torulopsis pulcherrima.
Per
Tommaso Castelli.

Con 3 figure nel testo.

(Eingegangen am 20. Februar 1910.)

Nelle indagini sui lieviti della fermentazione vinaria che si stanno
eseguendo sistematicamente in questo laboratorio si & isolata, molte
volte e spesso con un’elevata percentuale di frequenza, la Torulopsis
pulcherrima (Lindner) Saccardo.

Non & compito della presente nota passare in rassegna tutti i lavol"i
che trattano dell’argomento, ritengo perd opportuno segnalare i piut l‘ec?"“
ed importanti studi apparsi. La Torulopsis pulcherrima venne descritta
da Lindner (1) che la isold da vari materiali come susine ammostate, da
mosto d’uva e dagli escrementi di un parassita del melo. Anche Beijerin¢ 2)
ha riscontrato la Torulopsis pulcherrima su vari materiali come mosto
d’uva, nel miele, nel nettare dei fiori, nell’aria e negli insetti. La Torula
rubefaciens descritta da Grosbiisch (3) e da questi isolata dalle bucce delle
mele, si deve considerare del tutto identica a Torulopsis pulcherrima. Nel
1926 Pollacci e Nannizzi (4) hanno isolato da una lesione epidermica inter-
digitale un blastomicete che hanno descritto come Cryptococcus interdigz'tah‘s:,
perd secondo Lodder (5) detta specie si deve considerare come una varieti
della Torulopsis pulcherrima e stante le differenze sensibili che si notano
nelle cellule ¢ stata indicata come Tor. pulcherrima var. variabilis. Tra 1
blastomiceti che naturalmente fanno fermentare il succo di datteri Melliger (6)
ha riscontrato anche la Torulopsis pulcherrima. Recentemente Porchet (7)
nell’indagine dei lieviti che si riscontrano sulla pellicola di diverse frutta
e bacche (ciliegie-fragole-prugne-pere-mele-uva) ha isolato diversi stipiti
da riportarsi a Torulopsis pulcherrima dei quali ha eseguito un interessante
ed accurato studio. Nelle ricerche sugli agenti della fermentazione vinaria
nella regione umbra eseguite da Pulselli (8) durante le vendemmie del
1924 —1925, della T'orulopsis pulcherrima ne venne ottenuto soltanto uno
stipite. Nello studio eseguito nel 1933 da de'Rossi (9), al quale portai &
mia attiva collaborazione, sempre sugli agenti della fermentazione vinana
nell'Umbria e nel quale vennero presi in considerazione 87 mosti provenienti
da diverse localita dell’Umbria, su 379 culture complessivamente isolate,
6, presenti in altrettanti mosti, risultarono appartenere a Torulopsis pulcher-
rima. In ricerche microbiologiche su alcuni vini ed uve delle Marche, Verond
e Luchetti (10) hanno isolato 3 stipiti di T'orulopsis pulcherrima presenti 1
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2 campioni su un complessivo di 28 esaminati. Un’ampia indagine sui
lieviti della fermentazione vinaria nel Chianti classico e zone limitrofe &
stata da me eseguita nel 1936 (11); su 93 mosti esaminati e su 525 culture
blastomicetiche complessivamente ottenute, la Torulopsis pulcherrima
venne riscontrata in 16 campioni e cioé¢ con una percentuale del 17,2%.
In ricerche eseguite nel 1937 (12) ancora nella zona del Chianti classico e
nelle quah furono presi in considerazione 10 campioni di mosto, gia esaminati
con le stesse modalita e finalitd nel 1936, la Torulopsis pulcherrima venne
riscontrata in 2 mosti. I reperti ottenuti da de’ Rossi sui mosti dell'Umbria,
di Verona e Luchetti sui vini ed uve della regione marchigiana, ma parti-
colarmente i miei nei mosti del Chianti classico e zone limitrofe, dimostrano
in modo inequivocabile che nel naturale processo fermentativo del mosto
d’uva interviene con una frequenza non del tutto trascurabile la Torulopsis
pulcherrima. Gid per gli stipiti isolati nei mosti umbri nelle ricerche eseguite
nel 1933 quanto per quelli isolati nella Toscana nelle ricerche fatte nel
1936 —1937, ho notato delle differenze abbastanza sensibili specialmente
a riguardo di alcuni caratteri. Cosi mentre lievi diversita sono state notate
nell’aspetto dello striscio su agar di malto, queste erano abbastanza sensibili
nelle infissioni in gelatina di mosto sia per quanto riguardava I'intensita
della fluidificazione della gelatina medesima come del colore che prendeva
il hquido, ma differenze anche piu sensibili si sono ottenute nella determina-
zione del potere fermentativo. Gia fin dal 1938, allorché resi noto le ricerche
sugli agenti della fermentazione vinaria nel Chianti classico e zone limitrofe,
a proposito della Torulopsis pulcherrima serivevo che “lo studio degli stipiti
isolati ha dimostrato che tra essi esistono differenze di una certa entita: si
rende necessario pertanto sottoporli ad un piu accurato e completo studio
comparativo™. Le ricerche sugli agenti della fermentazione vinaria nel
Chianti erano gia terminate quando presi visione del ricordato lavoro di
Porchet. Come gid & stato accennato Porchet ha indagato su 10 stipiti
isolati da diverse frutta ed eseguito ricerche sui caratteri morfologici, su
aleuni caratteri culturali, sul polére fermentativo, liquefazione della gelatina,
sulla produzione e sulla natura del pigmento ed altri caratteri fisiologici.
I visultati delle ricerche della Porchet si possono cosi riassumere: 6 degli
stipiti corrispondono esattamente alla diagnosi riportata dalla Lodder pero
contrariamente a quanto questa afferma la produzione di pigmento in
Torulopsis pulcherrima non dipende dalla presenza di ferro nel substrato
di cultura; gli altri 4 stipiti non si possono identificare con la Torulopsis
pulcherrima, si debbono anzi riportare alle Mycotoruleace percheé si ha sviluppo
i pseudomicelio e formazione di conidi all’estremita dei prolungamenti
cellulari. In questi ultimi stipi noterebbero dei fntti di dissociazione e
Precisamente ogni stipite, proveniente da una cultura umcellul.ure. verrebbe
dissociato nel seguenti due tipi: a) colonie rosse liquefacenti la gelatina,
cellule allungate riunite a costituire un pseudomicelio e potere fermentativo
pitt elevato che in b, b) colonie bianche non liquefacenti la gelatina, cellule
tonde con grosso globulo di grasso, non si ha formazione di pseudomi-
celio.

Avendo a mia disposizione molte culture che ad uno studio abba-
stanza accurato dovevano riportarsi a T'orulopsis pulcherrima ho creduto
interessante sottoporli ad un indagine maggiormente completa e nello
stesso tempo ho condotto alcune prove allo scopo di vedere se mi riusciva.
di ottenere fatti di dissociazione.
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Credo opportuno elencare gli stipiti in questione riportandoli col
loro numero di collezione e con le indicazioni relative alla data e alla
localita ove vennero prelevati i mosti dai quali essi furono isolati.

111 (1933) Orvieto (Umbria)
113 (1933) Orvieto (Umbria)

88 (1936) Passignano (Chianti classico-Toscana)

(1936) Passignano (Chianti classico-Toscana)
(1936) Mugnana (Chianti classico-Toscana)
(1936) Strada (Chianti classico-Toscana)
(1936) Colognole (Colli fiorentini-Toscana)
(1936) Colognole (Colli fiorentini-Toscana)
(1936) Colle d'Elsa (Colli senesi-Toscana)
(1936) Poggibonsi (Colli senesi-Toscana)

(1936) Castellina (Chianti classico-Toscana)
(1936) Castellina (Chianti classico-Toscana)
(1936) Meleto (Chianti classico-Toscana)

(1936) Colli di Brolio (Chianti classico-Toscana)
(1936) Colli di Brolio (Chianti classico-Toscana)
(1936) Villa a Sesta (Chianti classico-Toscana)
(1936) Villa a Sesta (Chianti classico-Toscana)

(1936) Montepulciano (Colli senesi-Toscana)

hiusi (Colli senesi-Toscana)

(1936) C
481b (1936)
487 (1936)
489 (1936)
60 (1937) Gaiole (Chianti classico-Toscana)

Lo studio dei riferiti stipiti & stato eseguito in serie e condotto nella
maniera seguente:

L’aspetto delle colonie ¢ stato dedotto da culture allestite in gelatind
di mosto dopo 5 gioini a 18°. :
T caratteri morfologici (aspetto, dimensioni, aggruppamenti ce‘!]u]ql'l)
sono stati dedotti da culture in mosto d’uva, in decotto di malto e in agar
di malto rispettivamente di 24 ore e 3 giorni alla temperatura di 15°
L'aspetto e la consistenza degli strisci sono stati dedotti da culture
allestite in agar di malto, agar Sabouraud glucosato e agar Gorodkowa.
La capacita di sporificazione ¢ stata ricercata su agar Gorodkowa,
blocchetti di gesso e sulla silice gelatinosa (13). .
La liquefazione della gelatina ¢ stata ricercata su infissioni allestite
gelatina di mosto e su colonie giganti ottenute sul medesimo terreno 2
cultura. 11 periodo d’incubazione & stato di 3 mesi e la temperatura 18
Cirea il potere di coagulazione del latte sono state fatte culture in latte
e mantenute alla temperatura di 25° per 20 giorni. 3
: La capacita a fermentare gli zuccheri é stata ricercata ponemlo nmum';-l
Einhorn e Durham del brodo comune di carne con laggiunta del 2% i
uno dei seguenti zuccheri: glucosio-levulosio-mannosio-galattosio-saccarosio

maltosio-lattosio e raffinosio, periodo di osservazione 10 giorni a Lits
peratura di 250,

sui

in
di

R . & i i
Circa l_n.\.snnllu'/.xune delle sostanze azotate é stato seguito il metsdf’
auxonografico di Beijerinck secondo le indicazioni riportate dalla Lo
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Per lo sviluppo in presenza di alcool etilico sono state seguite le indi-
cazioni della Stelling-Dekker (14).

Circa la produzione del pigmento sono stati allestiti terreni di
cultura adatti allo sviluppo del blastomicete sia privi di ferro come
con aggiunte di piccole quantita di detto elemento. Viene ritenuto
generalmente che la produzione di pigmento in 7'orulopsis pulcherrima,
come in altri microrganismi, sia legata alla presenza nel materiale di
cultura di tracce di ferro; la Porchet invece avrebbe osservato che la
produzione di pigmento nella T'orulopsis pulcherrima non & minimamente
influenzata dal ferro. Non & compito della presente nota l'indagine
sulla natura del pigmento sia nei blastomiceti come nei batteri come
la ricerca delle condizioni nelle quali la colorazione si produce (substrato
di cultura-temperatura ecc) perché a questo riguardo esistono numero-
sissimi ed interessanti lavori di Lasseur (15) e della sua scuola (16)
come anche quello recente di Kharasch, Conway e Bloom (17). Per le
ricerche in proposito mi sono limitato ad osservare l'influenza del ferro
ed allo scopo ho preferito fare delle osservazioni su colonie giganti
sviluppate nei seguenti agar e mantenute per due mesi alla temperatura
di 189; agar al mosto d'uva (preparato al momento dell’'uso mescolando
parti uguali di mosto d’uva sterile con agar acqua al 39, di agar) con
e senza il 0,19/g, di solfato ferroso — agar di malto con e senza ferro —
agar al seguente liquido (acqua 1000-zucchero del commercio 100-solfato
ammonico 1-peptone Witte 1-cloruro di sodio 0,5-fosfato bipotassico
1-solfato di manganese 0,1) con e senza traccia di ferro.

Per quanto i ris

ultati verranno riferiti successivamente posso gia
accennare che i saggi da me eseguiti mi portano alla conclusione che
la presenza del ferro giuoca un ruolo predominante nella produzione
del pigmento: cosi ad esempio, tolta una sola eccezione, tutti gli stipiti
non hanno presentato pigmento nell’'agar malto e nell'agar sintetico
senza ferro mentre lo presentavano, pit o meno intenso, negli stessi
agar contenenti pero tracce di solfato ferroso.

Lattivita come il potere fermentativo sono stati determinati su
50 cem di mosto d'uva sterilizzato a 1000 senza allontanarne le parti
coagulate e precipitate. 1 50 cem di mosto posti in un matraccino da
100 cem venivano seminati con alcune gocce di una cultura recente ed
indi si sostituiva al tappo di cotone una comune valvola di Muller ad
acido solforico e si pesava all'esattezza del centigrammo. Le pesate
furono poi eseguite dopo 5 giorni ma successivamente di 3 giorni in
3 giorni fino a quando due valori risultarono identici e quindi il fatto
fermentativo poteva considerarsi ultimato. La temperatura d’incuba-
zione fu di 180 e la durata dell’esperimento di 30 giorni.

Come & gid stato accennato Porchet avrebbe notato fenomeni di
dissociazione in Torulopsis pulcherrima ed i caratteri che riferisce per
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il tipo (b) corrispondono a quelli che si riportano per Torulopsis TI“ZCIW.T'
rima mentre quelli riferiti per il tipo (a) corrispondono a quelli che io
ho ottenuto per due stipiti che ritengo siano di una forma da considerarsi
come una nuova varieta della T'orulopsis pulcherrima. Pur non negando
che fatti di variazione in Torulopsis pulcherrima si possano verificare
pur non di meno le prove da me eseguite, con le modaliti che ora accenno,
mi portano a fatti completamente negativi. Sia per gli stipiti da r.ipor‘-
tarsi alla tipica Torulopsis pulcherrima come per gli altri che COnSl‘deI-‘U
come una nuova varietd, sono stati eseguiti ripetuti isolamenti sia
adoperando quale substrato la gelatina di mosto (culture d’isolamento
per disseminazione) come l'agar di malto (culture d’isolamento .Pe"
spandimento). In tutte le numerose culture ottenute in tal maniera
non ho potuto mai notare differenze sensibili con i caratteri che gli
stipiti presentavano inizialmente. Dette ricerche sono state eseguite
particolarmente su 3 stipiti e precisamente 771, 181 e 431. Cosi mentre
lo stipite 431 & caratterizzato dalla mancanza assoluta di produzione
di pigmento e di una lentissima capacita a liquefare la gelatina e di
scarso potere fermentativo, lo stipite /81, che considero assieme al 434
come appartenente alla nuova varietd, & caratterizzato dal presentare
un intensa produzione di pigmento, una rapida liquefazione della
gelatina ed un potere fermentativo maggiormente elevato; infine lo
stipite /77 ha caratteristiche intermedie rispetto a 431 e 187.

In base ai risultati ottenuti nel presente studio gli stipiti passati
in rassegna si possono riportare a due distinti gruppi e precisamente
uno che presenta caratteri del tutto identici alla diagnosi stabilita da
Lindner e in periodo del tutto recente da Lodder per Torulopsis pulcher-
rima, che comprende la grande maggioranza delle culture studiate *,
e un altro al quale si debbono riportare i due stipiti 781 e 434 che vengono
della Torulopsts
pulcherrima e per la quale viene indicato il nome di ,ubra™. Quanto
per gli stipiti da identificarsi con la tipica Torulopsis pulcherrima come
per quelli appartenenti alla varietd rubre si riporta lo studio esegult?
iniziando col riferire i caratteri degli stipiti da ritenersi appartenenti
alla tipica 7orula.

considerati come appartenenti ad una nuova varie

Nelle giovani culture in mosto d’uva e nel decotto di malto si hanno,
cellule di forma globosa-ovalare di p. 4—5 X 5—6, oppure leggermente
allungate di p. 2,8—3.5 X 6—7. Si notano specialmente nell’invecchia-
mento della cultura cellule molto piti grandi per lo pili globose contenenti

* Lo stipite 431 per il quale nelle condizioni sperimentate si ¢ notato
mancanza della capacita a produrre pigmento e liquefazione molto lenta
della gelatina, non pud per le dette piccole diversita, differenziarsi dalla
Torulopsis pulcherrima.
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un grosso corpo centrale che spesso occupa quasi completamente la
cellula. Le cellule sono isolate o riunite a gruppi di pochi elementi,
raramente le cellule sono riunite a costituire un inizio di pseudomicelio,
un vero micelio non ¢ stato mai notato. Le culture in mosto ed in malto
presentano prima intorbidamento, poi fermentazione e deposito al
fondo, invecchiando la cultura si nota un anello bianco sporco, mucoso,
con traccia di velo che all’agitazione risale sulle pareti della provetta.

Nell'agar di malto e nell'agar Sabouraud glucosato dopo 3 giorni
a 250 si notano cellule ovali allungate di p. 2,5—3 % 4,5—5,5 o cellule
globose di p 7—9 nel diametro
con grosso corpo oleoso occupante
quasi tutta la cellula (v. fot. 1).

Nel suddetti agar si hanno
patine espanse mucose di colore
bianco grigio. L

La colonia su gelatina di
mosto dopo 3 giorni a 180 si
presenta rotonda espansa di co-
lore grigio a volte tendente al
roseo, al quarto-quinto giorno si

ha I'inizio della liquefazione.
La colonia gigante su ge- "\G’;i
latina di mosto si presenta dopo

o~

Fig. 1. Torulopsis pulcherrima.

5 giorni a 180 come un incavo granafoatennd

pitt o meno profondo ripieno di
gelatina liquefatta, di colore bianco grigio con riflessi rosei. Nei singoli
stipiti si ¢ notata una lieve diversita nella rapiditd di liquefazione.
La colonia gigante su agar mosto-agar malto e agar sintetico con
o senza aggiunta di piccole quantiti di ferro si presenta generalmente
molto poco dimostrativa, é rotonda con lievissimo cratere e incavo
centrale, la superficie ¢ liscia in centro e cosi pure ai bordi che si presen-
tano interi o grossolanamente lobati. Circa il colore, mentre lo stipite 431
non ha dato in alcuno dei terreni di cultura produzione di pigmento,
tutti gli altri stipiti non hanno prodotto pigmento su agar malto e
agar sintetico senza ferro, pero sui detti terreni ma contenenti tracce di
ferro e su agar mosto, sia con, come senza ferro si & avuta una colorazione
rosea pill o meno intensa. Il colore non invade mai completamente
la colonia, si presenta generalmente in centro ma a volte si nota anche
nella parte periferica ed in tal caso & disposto a settori o in maniera
varia dando luogo ad aspetti fortemente caratteristici (v. fot. 2a—e).
L’infissione in gelatina di mosto a 180 si presenta dapprima come
un chiodo di colore dal roseo al rosso granato: la fluidificazione che si
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inizia generalmente dopo il quarto giorno & prima ad imbuto, varie
volte anche a coppa, poi a cilindro. La liquefazione tende col tempo ad
aumentare e dopo un mese mentre alcuni stipiti hanno liquefatto soltanto
la meta del substrato altri hanno dato luogo a fluidificazione completa.
1l saggio di sporificazione eseguito diverse volte in tutti gli stipiti
sull'agar di malto, sull’agar Goredkowa, sull’agar Sabouraud glucosato,

Fig. 2D. <
Fig. Torulopsis pulcherrima. Stipite 431.

Col gigante su agar malto con ferro (%/4 Grand. naturale).
Fig. 2b. Torulopsis pulcherrima. Stipite 193.

Col. gigante su agar malto con ferro (3/; Grand. naturale).
Tig. 2¢c. Torulopsis pulcherrima. Stipite 213.

Col. gigante su agar malto con ferro (¥/; Grand. naturale).

Fig. 2d. Fig. 2e.
Fig. 2d. Torulopsis pulcherrima. Stipite 111.
Col gigante su agar malto con ferro (%/; Grand. naturale).

Fig. 2e. Torulopsis pulcherrima. Stipite £19.
Col. gigante su agar malto con ferro (3/4 Grand. naturale).

sui blocchetti di gesso e sulla silice gelatinosa, ha dato sempre risultato
nettamente negativo*.

* L'unica segnalazione, per quanto mi consta, di presenza di spore in
Torulopsis pulcherrima & quella di S. Windisch (diese Zeitschr. 9, 551 —554,
"”S)f Il lavoro di Windisch si viferisce ad un solo stipite isolato dalle
egie e che avrebbe la caratteristica di formare micelio e per il quale in
una (:.ulhu'u non pura si sarebbe osservato produzione di spore in seguito
a fatti di coniugazione eterogamica e dette spore erano capaci di germinare.
Il risultato del lavoro di Windisch per il quale come riferisce Guilliermond
(Boll. Inst. Pasteur 37, 1188, No. 22) I'A. non presenta alcuna fotografia
rl‘}r possa giustificare il suo veramente strano asserto, deve accettarsi, a
mio parere, con molta scarsa fiducia di veriti.
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Le prove di fermentazione hanno dato risultato nettamente positivo
e per tutti gli stipiti per i seguenti zuccheri: glucosio, levulosio, mannosio.

Le culture in latte non modificano minimamente il substrato.

L’assimilazione delle sostanze azotate ha fornito sempre il seguente
risultato: buona assimilazione dell’asparagina, discreta per il solfato ammo-
nico e il peptone, nulla per il nitrato di potassio e I'urea.

La crescita in presenza di alcol etilico ¢ stata buona per tutti gli stipiti;
dapprima si ¢ notato intorbidamento indi deposito e poi traccia di velo
sottile che si rende bene evidente all’agitazione per risalienza sulle pareti
del matraccino.

Il potere fermentativo ha dato i seguenti risultati: stipite, /31, di
minima produzione 1,84 %, di alcol in peso (2,31 9%, in volume), stipite, 111,
di massima produzione 3,26 %, di alcol in peso (4,10 in volume).

La descrizione fatta permette, conformemente a quanto & stato
detto, di riportare detti stipiti alla specie Torulopsis pulcherrima
(Lindner) Saccardo. In confronto alla descrizione riportata dalla Lodder
i miei stipiti presentano una maggiore rapidita nella liquefazione della
gelatina ed una mancanza di assimilazione, tra le sostanze azotate,
dell’urea.

La forma che indico come Torulopsis pulcherrima var. rubra e alla
quale si debbono riportare gli stipiti 181 e 434, presenta i seguenti
caratteri.

Nella disseminazione in gelatina di mosto dopo 48 ore a 18" si osservano
colonie tonde, gibbose, liscie, umide a margini uniti di colore rosso; molte
colonie si presentano gia circondate di un alone di liquefazione. Osservate
a piccolo ingrandimento I'aspetto ¢ simile a quello descritto. Dopo 5 giorni
nella prima e seconda piastra, molto ricche di colonie, la gelatina si presenta
completamente fusa ed il liquido presenta un colore rosso intenso con riflessi
violacel. Nella terza piastra, ove le colonie sono sufficientemente distanziate,
s1 osservano colonie di colore rosso intenso, fondenti.

In mosto d'uva e nellinfuso di malto dopo 24 ore a 25" si osservano
cellule globose ma per lo pitn allungate di @ 3—4,5 X 6—8, isolate o a
gruppetti non formanti mai micelio. Si notano, ma molto raramente,
cellule rotonde con globulo centrale non molto grande. Nell’invecchiamento
non si riscontrano sensibili differenze. Dopo 3 giorni sia nel mosto come
nel malto si osserva intorbidamento, il liquido tende a presentare dei riflessi
1osei mentre in superficie si produce un anello mucoso e un velo sottile di
colore roseo.

Nell’agar di malto e nell’agar Sabouraud glucosato dopo 3 giorni a 25°
si hanno cellule generalmente di forma allungata delle dimensioni medie
di p2,5—3 X 6—06,5. Siosservano cellule pit grandi e globose, fino a 10
nel diametro, con globulo di grasso non molto grande. Nell’invecchiamento
si osservano cellule ovali ellittiche, se ne notano perd anche alcune molto
grandi le quali contengono spesso due globuli di grasso piceoli, quando si
osserva un solo globulo questo ¢ piti grande ma non tale da occupare quasi
completamente la cellula come si verifica per la tipica T'orulopsis pulcherrima.
La colonia gigante in gelatina di mosto dopo 2 giorni a 189 si presenta come
un incavo ripieno, per avvenuta liquefazione della gelatina, di un liquido
torbido di colore rosso granato.

Le colonie giganti su agar mosto-agar malto e agar sintetico, sia con
come senza ferro si presentano rotonde pitt o meno (}.xpunrv, a volte con
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piccolo ma poco incavato cratere centrale, la superficie & genela]meme
liscia ¢ i bordi uniti e grossolanamente lobati. Il colore, meno che in agar
malto e in agar sintetico ambedue senza tracce di ferro dove si presenta
bianco, & rosso granato pitt 0 meno intenso, e a differenza di quanto si &
detto per le colonie giganti della tipica Torulopsis pulcherrima esso invade
tutta la colonia pur notandosi, a volte, una maggiore intensita della colora-
710“0 verso la pl\lle cenmale

L’infissione in ge]atma di mosto dopo 5 giorni a 28° mostra gia evidente
fluidificazione ad imbuto ripiena di un liquido mucoso di colore rosso granato.
Successivamente la fluidificazione diviene
a cilindro e dopo 15 giorni gia la meta della
gelatina & fluidificata. Dopo 30 giorni la
liquefazione & completa, si nota un liquido
di colore rosso giallognolo, deposito rosso
al fondo ed in superficie anello di colore
rosso ed isolotti di velo mucoso roseo.

La ricerca della sporificazione ha dato
risultato completamente negativo.

La fermentazione degli zuccheri ha
dato costantemente risultato positivo per
il glucosio, il levulosio e il mannosio.

La cultura in latte non ha mai mos-

Fig. 8. Torulopsis pulcherrima var. rubra. tr8t0 sensibile modificazione del substrato.
(Ingrand. ca. 450.) Il saggio di assimilazione delle sostanze

azotate ha dimostrato che il germe uti-

lizza molto hene il solfato ammonico e lnspum"mu meno interisamente il
peptone, affatto I'urea e il nitrato di pota

La cultura in presenza di alcol etilico mostra intorbidamento del
liquido che diventa legaermente rossiceio, in fondo al matraccino si ha
deposito mentre in superficie si ha una traccia di velo risaliente.

11 potere fermentativo ¢ discreto, la produzione di alcol in peso & del
3,49, (4,28°, in volume).

In confronto a gli stipiti precedentemente ricordati la cultura ora
descritta presenta alcuni caratteri che la diversificano alquanto. Cosi
le cellule mostrano per lo piii forma allungata, presentano spesso due
piccoli globuli di grasso e quanto ne hanno uno solo questo non invade
quasi completamente la cellula. La liquefazione della gelatina & molto
pili rapida in confronto a quella prodotta dalla tipica Torulopsis pulcher-
rima e cosi pure il pigmento si presenta molto pili intenso e diffuso e
anche il potere fermentativo si dimostra maggiormente elevato. Rispetto
all’assimilazione delle sostanze azotate non si notano differenze con
gli altri stipiti, anche questa cultura non assimila I'urea. Anche per la
detta cultura, alla stregua di quanto si & visto per gli stipiti da riportarsi
alla tipica 7'orulopsis pulcherrima, sembra che la produzione di pigmento
sia Iemlta alla presenza, nel substrato di cultura, di tracce di ferro.
Come & ‘stato gid accennato i tentativi di ottenere forme dissociate in
questa cultura hanno dato risultati negativi in quanto ché non sono

state osservate mai forme sostanzialmente differenziabili dallo stipite
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iniziale. Le osservazioni fatte mi permettono di differenziare nettamente
gli stipiti 787 e 434 da tutte le altre culture per una diversa forma delle
cellule, per una maggiore rapidita di liquefazione della gelatina, per una
maggiore intensita nella produzione del pigmento e per un piu elevato
potere fermentativo: detti stipiti vengono pertanto riportati ad una
nuova varieta della Torulopsis pulcherrima per la quale si propone il
nome di ,,7ubra’ e per la quale viene stabilita la seguente diagnosi:

Torulopsis pulcherrima var. rubra n. var.

cellule che nelle giovani culture in mosto d’'uva e nell'infuso di malto
si presentano ovali allungate, isolate o riunite a due o a gruppetti ma
non formanti mai micelio, delle dimensioni di © 3—4,5 X 6—8. In
alcune cellule, specie nell’invecchiamento e particolarmente nei substrati
di cultura agarizzati si osservano cellule rotonde con 1—2 globuli di
grasso che non occupano mai completamente la cellula. Nel mosto
d’uva si ha intorbidamento e il liquido tende a divenire leggermente
roseo, sia nel mosto come nel malto si ha fermentazione attiva, anello
mucoso e velo sottile di colore tenuamente roseo. Fermentazione del
glucosio, levulosio e mannosio. Tra le sostanze azotate assimila molto
bene il solfato ammonico e I’asparagina meno il peptone e affatto I'urea
e il nitrato di potassio. Fluidifica molto rapidamente la gelatina.
Sviluppa molto bene in presenza di alcol etilico. Nel substrati con-
tenenti tracce di ferro si ha produzione di pigmento di colore rosso
variamente intenso. Le colonie giganti sono poco dimostrative, presen-
tano spesso un cratere centrale poco profondo e bordi grossolanamente
lobati. Lo striscio in agar malto presenta patina mucosa, liscia, di
colore grigio giallastro. Il potere fermentativo & discreto, la produzione
di alcol riscontrata ¢ stata del 3,4 %, in peso (4,28 %, in volume).

Riassunto.

E stata condotta un’indagine su 23 culture isolate dai mosti dell’
Umbria e della Toscana, che dovevano considerarsi da riportare alla
Torulopsis pulcherrima (Lindner) Saccardo. Dei 23 stipiti, mentre 21
si possono identificare con la specie sopranominata, gli altri due debbonsi
ritenere appartenenti ad una nuova varieta che viene indicata come
Torulopsis pulcherrima var. rubra.

Zusammenfassung.
Betrachtungen iiber Torulopsis puleherrima.

Aus Mosten von Umbrien und Toscana wurden 23 zu Torulopsis
pulcherrima (Lindner) Saccardo gehorige Stamme isoliert, von denen
Archiy fiir Mikrobiologie. Bd. 11. 10
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21 als die typische Art zu identifizieren waren (Rétung der Kultur nur
bei Gegenwart von Eisen), wahrend 2 Stimme, als var. rubra n. var.
bezeichnet, sich auBer durch andere Eigenschaften auch durch inten-
sivere Farbstoffbildung unterscheiden.
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Untersuchungen iiber Bakterienstrukturen,
unter besonderer Beriicksichtigung der Bakterien-
membran und der Kapsel.

Von
E. Friihbrodt und H. Ruska.

Mit 32 Textabbildungen.

(Eingegangen am 18. Mdrz 1940.)

I. Aufgabenstellung und Schrifttum.

In fritheren Mitteilungen wurde gezeigt, daBl es mittels der Uber-
mikroskopie gelingt, sublichtmikroskopische Strukturen an Bakterien
abzubilden. Insbesondere wurde die Frage der Nucleoide (Pickarski)
untersucht und festgestellt, dafl in der Massenverteilung der Zelle Gebilde
zu finden sind, die in Ubereinstimmung mit spezifischen lichtoptischen
Untersuchungsergebnissen als Kerniquivalente anzusprechen sind
[¢. Pickarski und H. Ruska (33)]. Die Nachweisbarkeit der Nucleoide
hat die weitere Erfahrung an den mit Piekarski bearbeiteten und anderen
Jakterienstimmen immer wieder bestitigt, und es haben sich Kultur-
bedingungen finden lassen, unter denen sie besonders leicht zur Dar-

stellung kommen. Andererseits aber sind sie — zum mindesten elek-
tronenoptisch — nicht in jedem Zellzustand als besondere Zentren

sichtbar, so dafl man annehmen muf, da@ mitunter erst eine Entmischung
zu den wohlgeformten Kérpern der Nucleoide fiihrt [vgl. auch K. Pietsch-
mann und A. Rippel (34)]. Bilder, die wahrscheinlich Stadien solcher
Entmischungen darstellen, sind neuerdings von PTuberkelbazillen gezeigt
worden [A. Lembke, H. Ruska und J. Christophersen (24)] und haben die
Erfahrungen iiber den Bakterienbau wesentlich erweitert.

Mit dem Nachweis der Nucleoide war ein Schritt zu einer zyto-
logischen Differenzierung der Bakterienzelle getan, der iiber die von
Zettnow gegebene Unterscheidung von Entoplasma und Ektoplasma
hinausging und sich beziiglich der Lokalisation der Triger des Ver-
erbungsvorganges mehr einer Gliederung in Kern und Protoplasma
nahert, wie sie andere pflanzliche Zellen aufweisen. Ein Entoplasma im
Sinne von Zettnow, als Mischung von Kernsubstanz und Protoplasma,
liegt in jenen Zellen vor, welchen eine morphologische Scheidung der
thymonucleinsiurehaltigen Kernsubstanzen fehlt.

Von Differenzierungen des Ektoplasmas wurden vor den Ergeb-
nissen {iber die Nucleoide bereits die Geifleln dargestellt (32). Dic vor-

10*
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liegende Mitteilung soll iiber Versuche mit Kapselbakterien berichten
und sich mit den Beziehungen der Kapsel zum Ektoplasma und zur
Bakterienmembran, sowie mit ihrer Struktur befassen. In der umfang-
reichen Literatur auf Grund lichtoptischer Untersuchungen findet man
folgende Anschauungen iiber diesen Gegenstand.

Nach den auch heute noch nicht als widerlegt geltenden [7. Wohl-

/«_’1'1 (43)] Ausfithrungen von Zettnow (45) unterscheiden wir am Bakterium
eine firberisch darstellbare Kernsubstanz (Chromatin) in Mischung mit
Protoplasma, das Entoplasma, und eine nur durch besondere Praparations-
methoden sichtbar werdende iiuiere Hiille aus einem modifizierten, dichteren
Protoplasma, das Ektoplasma. Dieses Ektoplasma ist entweder als Hiille
(nicht Kapsel) oder auch in Form von Geif3eln ausgebildet. Bei einzelnen
Proteus-Arten schatzt Zettnow die Masse des Ektoplasmas mindestens auf
die Hilfte des ganzen Zelleibes. Es soll eine wasserirmere und damit
konzentriertere Substanz sein, die auch eine groflere Widerstandsfahigkeit
gegeniiber Farbungen, Plasmolyse usw. besitzt. Das Zuriickweichen des
Innenkorpers von dem Ektoplasma bei der Plasmolyse sei durch eine ge-
niigend feste innere Begrenzungsschicht des Ektoplasmas auf Grund seiner
chemischen Differenzierung ermoéglicht. Schaudinn (40) hat beim riesigen
Bac. Biitschlii diese Grenzschicht als besondere, doppelt konturierte Zell-
membran gefunden, die nach auBen direkt in die ektoplasmatische Hiille
iibergeht. A. Meyer (25) gelang bei kleineren Bakterien die Darstellung
eines dufleren Zellhiautchens durch Firbemethoden. Im iibrigen scheint die
Ausbildung einer Membran und einer sie bedeckenden Schleimschicht bei
verschiedenen Bakterien sehr verschieden zu sein. Heim (18) konnte die
Membran am Bac. cyanogenes als feine Kontur nachweisen. Kruse (23) fand
das Auftreten sogenannter ,,Schatten*, d. h. leerer, scharfkonturierter Zellen
in absterbenden Kulturen fiir eine Membran charakteristisch, aus der das
Protoplasma ausgetreten war. Emmerich und Saida (11) brachten bei
Milzbrandbazillen, die durch Pyocyanase aufgequollen waren, und Pane (31)
bei der Autolyse in der Kilte Membranen zur Darstellung. Gutstein (16)
zeigte durch Beizungs- und Firbeverfahren die isolierte Darstellung oder
Kontrastdarstellung des Ektoplasmas. Nach Gotschlich (15) ist auch das
Ektoplasma der Triger der Gramfestigkeit. Nach Nakanishi (28) ist bei
Milzbrandbazillen und Staphylokokken die Membran besonders stark aus-
gebildet. Bei Tuberkelbazillen besteht sie aus ganz besonders widerstands-
filhigem Material und enthilt Fett und wachsartige Substanzen eingelagert
[Babes (2), Knoll (22), Bergel (5)]. [Vgl. damit jedoch die Arbeit von
Lembke, Ruska u. Christophersen (24).]

Bei einzelnen Bakterien treten deutliche, nur mit besonderen Ver-
fahren firbbare, aulerhalb der Membran liegende Kapseln auf. Binaghi (6)
sieht in der Kapsel das Produkt einer biochemischen Titigkeit des Bak-
teriums und glaubt, da sie durch Anschwellung seiner iiufleren Schicht ent-
steht. Auch nach Gotschlich (15), der wie einige andere Autoren die Membran
mit dem Ektoplasma weitgehend identifiziert, ist die Kapsel durch Auf-
quellung des Ektoplasmas entstanden und sogar bei allen Bakterien vor-
handen. Wenn sie bei bestimmten Arten quantitativ stirker hervortritt,
insbesondere bei den sogenannten Kapselbakterien im infizierten Organismus,
so ist dies als SchutzmaBnahme gegen die bakterienfeindlichen, zerstérenden
Einfliisse (Alexine, Plakine, Leucine) zu erkliaren; denn es geht mit dieser
aktiven Reaktion eine Steigerung der Virulenz und Serumfestigkeit einber
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[Bakterienimmunitit durch strukturelle Anpassung, Sauerbeck (39)]. Aufer-
halb des Tierkérpers kann die Kapselbildung durch Tmmunserum, hohen
Zuckergehalt, Arsenik usw. als Zusitze fiir Nahrboden angeregt werden.
Kapseln wurden nachgewiesen durch Noetzel (29) an Staphylo- und Strepto-
kokken mit verdiinnter Kalilauge; von Babes (1) am Typhuserreger durch
Léfflers GeiBelfarbung: durch Zettnow (46) am Pestbazillus; von Bunge (10)
bei Coli, T'yphus und Proteus; von Unna (42) bei den Tuberkel- und Lepra-
bazillen als rote Hiillen mit Kernresten; von Johne (21) und vielen anderen
beim Milzbrand. Mit der Frage der Milzbrand-Kapsel befa3ten sich be-
sonders eingehend A. Fischer (13) und auf Anregung von v. Baumgarten
W. Enderle (12), auf deren Auffassungen noch zuriickzukommen ist.

Fiirst (14), Heim (19), Toniessen (41) unterscheiden an der Kapsel zwel
Schichten: Die innere lebenswichtigere als Ektoplasmaanteil und die
auflere -als diffuses Sekretionsprodukt ohne eine scharfe auBere Kapsel-
membran. Nach Bail (3) erfolgt der Ubergang des Bakteriums in die Kapsel-
schicht flielend, d. h. ohne Membran, withrend Woloschin (44) an Hand der
Beobachtung von Leerkapseln eine innere scharfe Begrenzung hervorhebt.
Baumgartel (4) behauptet die Anwesenheit einer stark lichtbrechenden
Zellhaut. Nach Bail (3) ist die Grenze der Kapseln gegen die Umgebung
im lebenden Zustande der Bazillen immer eine scharfe, Fortsitze oder
amoboide Auswiichse lassen sich nicht beobachten. Er findet im gefarbten
Praparat bei langer Firbung mit verdiinnten Lésungen keine auflere Grenz-
membran, wohl aber bei briiskerer Farbung. Bei Bakterien in eiweif3haltigen
Fliissigkeiten findet er unter anderem auch Kapseln mit pseudopodien-
artigen, spitzen Fortsatzen versehen, hilt diese aber fiir Kunstprodukte.

Fiirst (14) unterscheidet die Kapseln als einen aus dem Zellplasma
differenzierten Bakterienanteil und auflerdem eine Hiille von umgebendem
Nihrmedium, die aus radiarer gestellten feinsten Kérnchen bestehen soll.
Die Kohision zwischen beiden ist so stark, dafl ein mehrmaliges Waschen in
physiologischer Kochsalzlosung ohne Schaden vertragen wird. Wolo-
schin (44) behauptet, eine radidre Streifung nachgewiesen zu haben. Otto-
lenghi (30) sah eine Netzstruktur, die er aber fiir eine unregelmafige, kiinst-
liche Aufquellung des Ektoplasmas halt. Babes (1) findet beim Friedldnder-
Bakterium eine konzentrische Schichtung der Kapsel. Hinterberger (20) sah
auf Grund versilberter Praparate radiire Faltungen und geiflelartige Fort-
sitze. Radiare oder ungefihr radidre Streifungen bildet auch T'oniessen (41)
ab. Ottolenghi (30) fand bei Safraninfarbung ebenfalls radiire Lagerung.
Woloschin (44) bildet auBlerdem unregelmifige, grobe Wabennetze ab und
sieht innerhalb der Kapseln sogar Vorstufen der Sporenbildung, wie er auch
diese als eine Art Sporangium ansieht und die innerhalb der Kapsel vor-
kommenden Zerfallsprodukte des Entoplasmas als farbbare Sporen oder
deren Auskeimungen. Hinterberger (20) beschrieb in der Interzellular-
substanz eine ganz feine netzartige Struktur, die in der Nihe der Bakterien-
leiber Ahnlichkeit mit CeiBelbildungen hat. Migula (26) hat Schleimfiden
beobachtet, die von der quellenden Membran ausgehen. Ebenso konnten
Hinterberger (20) und Hamm (17) bei gewissen Manipulationen Schleimfiiden
und Pseudogeiffieln am Rande der Kapseln erhalten. Die Kapsel hat nach
ihrer Meinung auBlen keine scharfe Grenzmembran.

Das Gesamtergebnis der zahlreichen lichtoptischen Untersuchungen

ist uneinheitlich. Die Existenz einer Membran scheint manchen Autoren

auch heute noch nicht mit Sicherheit erwiesen [R. Miiller (27)]. Wesen
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und Zugehdrigkeit der Kapsel wird verschieden betrachtet, ihr Vor-
kommen, ihre Struktur, ihre innere und duBere Begrenzung werden
verschieden beschrieben.

II. Material und Voruntersuchungen.

Fir unsere Untersuchungen verwendeten wir als typische Vertreter
kapselbildender Bakterien jeweils verschiedene Stamme von Strepto-
coccus lanceolatus Typ I, 11 und 111, Bacillus pnewmoniae und Bacillus
anthracis. Auflerdem werden Beobachtungen an einigen anderen Keimen
herangezogen.

Als Nithrboden dienten Nahrbouillon, Agar und Blutagar, fiir die Tier-
versuche weiffe Mause, die wir meist intraperitoneal infizierten. Bei den aus
Tierversuchen zur Gewinnung von Kapseln isolierten Bakterien wurde
bakterienhaltiges Peritonealexsudat oder Blut sorgfiltig in destilliertem
Wasser fraktioniert zentrifugiert, bis die Bakterien von Salzen, Eiwei,
Blut- und Exsudatzellen befreit waren. Ebenso wurde mit Keimen aus
Bouillon verfahren. Die Beobachtung und Abbildung unserer Praparate
erfolgte lichtoptisch an ungefirbten Praparaten, nach Firbung mit Fuchsin,
unter Anwendung der Kapselfirbung nach Johne und im Tusche- bzw.
I\nlIm'goll_)rz'\purut. Die elektronenoptischen Aufnahmen wurden mit dem
Siemens-Ubermikroskop nach E. Ruska und B.wv. Borries (9) angefertigt,
wobei daran erinnert sei, daB3 die iibermikroskopischen Bilder die Masse:-
verteilung der Objekte wiedergeben (8). Die Kulturbakterien wurden in de:
f?’l‘lh(_‘l' beschriebenen Weise aus wassrigen Suspensionen auf Zaponlack-
filmen aufgetrocknet (35, 33), die Bakterien aus dem Tierkorper nach der
Reinigung. Welche Untersuchungsverfahren bei der (Tbermikroskopie in
Frage kommen, haben wir an anderer Stelle ausfiihrlich dargestellt (37).
Die Bilder sind in Originalgiofle reproduziert.

Zur Kritik unserer Methoden sei betont, daf} die elektronenoptische
Untersuchung der Bakterien ohne Farbung erfolgt. Dadurch entfallen
Anlagerungen von Farbteilchen an der Bakterienoberfliche, die zu
Téuschungen iiber die AuBenkontur fiithren kénnen. Andererseits kann
moglicherweise das Waschen der Bakterien in destilliertem Wasser, das
Auftrocknen auf dem Film, das Vakuum und die Elektronenbestrahlung
Membran und Kapsel indern. Nach Fiirst (14) wird durch mehrfaches
Waschen in physiologischer Kochsalzlgsung die Kapsel nicht angegriffen.
Bei unseren Versuchen blieb bei Pneumokokken und besonders bei
Pneumobazillen auch beim Waschen mit destilliertem Wasser die Kapsel
erhalten. Die Auftrocknung kann bei der Art unserer Untersuchung
keine anderen Verinderungen hervorrufen als im lichtoptischen Pri-
parat, es entfillt zudem beim iibermikroskopischen Priparat die
Fixierung. Veriinderungen durch die Bestrahlung konnen auf dem

Leuchtschirm sofort beobachtet werden, sie sind an der Kapsel von uns
nicht gesehen worden, dagegen nach intensiver Bestrahlung an Nuc-
leoiden, an den Granula der 7'uberkelbazillen (24) und bei Untersuchungen
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iiber die bakteriophage Lyse (36). Die auch bei schwacher Bestrahlung
cintretende Abtétung der Bakterien erfolgt ohne sichtbare Struktur-
verianderungen.

Zu priifen war noch der Einfluf des Vakuums auf Form, Gréfie und
Lebensfihigkeit der Bakterien.

Zunichst wurde das Verhalten von Bakterien untersucht, die nach
der iiblichen Methode in einer Aufschwemmung mit Aq. dest. auf einem
Deckglas aufgetrocknet wurden. Das Deckglas wurde dreimal durch die
Flamme gezogen und mit der Bakterienschicht nach dem Innenraum
einer Hochvakuumkammer gewendet vakuumdicht aufgesetzt. Der
Druck betrug nach dem Auspumpen in der Regel 2 mm Hg, in einzelnen
Fallen wurden die Keime auch 10-5mm Hg ausgesetzt. Die Vakuum-
kammer ist dhnlich der Feuchtkammer des Mikromanipulators so kon-
struiert, dafl sie die lichtmikroskopische Beobachtung des Objektes
withrend der Herstellung und Aufrechterhaltung des Vakuums bei hohen
Vergroflerungen ermdéglicht. Wihrend einer 5 Minuten andauernden
Exponierung im Vakuum trat keine Anderung der GréBe oder der Form
der Bakterien ein. Derselbe Versuch wurde nun mit unfixierten Bakterien
wiederholt. Bei der Beobachtung withrend des Auspumpens war keine
plotzliche Grofeninderung zu sehen, mitunter schien jedoch nach
5 Minuten Einwirkung eine ganz minimale nicht sicher meBbare Ver-
kleinerung feststellbar. In keinem Falle jedoch war die Schrumpfung
grofler als sie bei der Fixierung in der Flamme eintritt. Bs besteht
umrifimafig nach der Vakuumbehandlung kein sichtbarer Unterschied
zwischen fixierten und unfixierten Bakterien.

S war aber noch die Frage zu beantworten, ob bei den unfixierten
also noch lebenden Stimmen sich nicht Stérungen in der Vermehrungs-
fahigkeit eingestellt hatten. Deshalb wurde auf die aufgetrockneten
Bakterien nach der Vakuumbehandlung ein Tropfen steriler Nihr-
bouillon aufgetragen und aus der Vakuumkammer eine feuchte Kammer
hergestellt. Es zeigte sich danach ein absolut normales Wachstum des
betreffenden Stammes. Bei Sarcina tetragena war das Wachstum sogar
nach sechsstiindiger ununterbrochener Exponierung in der Vakuum-
kammer bei angeschlossener Pumpe noch erhalten. In einer anderen
Versuchsfolge wurden Bakterienaufschwemmungen auf diinne Deckglas-
Agarnihrboden aufgetrocknet und fiir 5 bis 7 Stunden in das Vakuum
eingebracht. Auch diese Kulturen gingen nachher in der feuchten
Kammer an. Das Wachstum wurde lichtoptisch kontrolliert. Versuche,
Bakterien in Nithrbouillon aufzutrocknen und ebenso dem Vakuum aus-
zusetzen, ergaben das gleiche Resultat. Damit erscheint ein tiefgehender
Einflufl der Vakuumbehandlung, d. h. der Trocknung und Entquellung
nicht nur auf die Struktur, sondern auch auf die Lebensfihigkeit aus-
geschlossen,
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111. Die iibermikroskopischen Bilder.

Die untersuchten Bakterien: Pneumokokken, P: bazillen. und
Milzbrandbazillen bilden auf den iiblichen Kulturndhrbéden in der
Regel keine typischen Kapseln, wohl aber im parasitierenden Zustand

im Tierkorper. Beide Formen werden in den folgenden Bildern ver-
glichen.

a) Streptococcus lanceolatus.

In Abb.1 vom Typ I des Streptococcus lanceolatus 148t sich ein
zentraler dunkler Teil erkennen, der sich nach dem Rande zu etwas

11 516/39
AbDb. 1. Streptococeus lanceolatus,
Typ I, iindige Kultur auf
Blutagarplatte el opt. 13000: 1.

II 517/39

Abb. 2. Dunkelfeldautnahme des

gleichen Diplococeus wie Abb. 1,
el. opt. 13000: 1.

»
11532 39 II 541/39
Abb. 3. Streptococcus lanceolatus, Abb. 4. Streptococcus lanceolatus, Typ 11,
Typ I, 48stiindige Kultur auf Sstiindige Kultur auf Blutagarplatte el. opt.
Blutagarplatte el. opt. 13000: 1. 10000: 1.

aufhellt. Er ist dicht umschlossen von einer schmalen, dunklen, mem-
branartigen Schicht, die sich nach aufen schirfer als nach innen abhebt.
Ihr folgt eine helle, breitere Zone, an deren AuBenseite kleine Teilchen
angelagert sind. Ahnlich erkennt man die Schichtung auch im Dunkel-
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feld (Abb.2). Dieses Bild einer mehrschichtigen AuBenbegrenzung
wiederholt sich mit wechselnder Breite der einzelnen Zonen bei allen
Kulturpneumokokken immer wieder (Abb.3, 4). Die membranartige
Schicht sieht man besonders deutlich als schwarze Begrenzungslinie
zwischen den zusammenstofenden Diplokokkengruppen auf Abb. 4,
Typ I1. Siefehlt jedoch an der Teilungslinie zwischen den Einzelkokken.
Abb. 5, Typ I1I zeigt die membranartige Schicht auch zwischen den

11 541/39 11 450/39
Abb. 5. Streptococcus lanceolatus, Typ I11, Abb. 6. Streptococcus lanceolatus,
18stiindige Kultur auf Blutagarplatte el. Typ 111, 48stiindige Kultur auf

opt. 13000 1. Blutagarplatte cl. opt. 15000 1.

Abb. 7. 11 514;39

Streptococeus lanceolatus, Typ 11, 43stindige Kultur auf Blutagarplatte el. opt. 13000 1.

Einzelkokken sehr ausgeprigt. Die Aufhellung zwischen dem zentralen
Teil und der ,,Membran‘‘ ist hier und in Abb. 6 breiter und deutlicher
als in Abb.1, der Innenkérper etwas heller. Zum Teil sind diese Unter-
schiede abhingig vom Hirtegrad des photographischen Abzugs, sie liegen
aber auch zweifellos an den Bakterien selbst. Den gréfiten Abstand
zwischen Innenkorper und Membran zeigt Abb. 7; er kann andererseits
auch sehr klein sein (Abb. 8, 9) oder vollig verschwinden (Abb. 10, 11).
m die Zellen der Abb. 8 bis 11 zeigt sich in verschiedener Ausprigung
eine mehr oder weniger kornig-flockige Anlagerung auBerhalb der Mem-
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bran. Ihre Begrenzung nach auBen ist unscharf und zeigt einen allméh-
lichen Ubergang zum strukturlosen Kollodiumfilm, der die Bakterien
tragt. Die lichtoptische Vergleichsaufnahme des gleichen Stammes, des
schleimig wachsenden Typus 111, 1aBt die Zellen mit einem hellen Hof

1T 65739

. e

Abb. 8.

LI 658/39 Abb. 10. 11 63930
Abh. 8 bis 10, Streptococcus lanceolatus, Typ I11, 52stindige Kultur auf Blutagarplatte
eloopt, 13000: 1 und 18000 :

Abb.

erscheinen (Abb. 12). Aufierhalb des Hofes liegen schleimige Substanzen,
die sich auch zwischen den Kokkengruppen hinziehen. Sie sind elek-
tronenoptisch (Abb. 11) und lichtoptisch (Abb. 12) in der gleichen La-
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Abb. 11.  Streptococcus lanceolatus, Typ III, Abb. 12, Streptococcus lanceolatus, Typ II1,
48stiindige Kultur auf Blutagarplatte el. opt. T2stiing Kultur auf Blutagarplatte, gefirbt

mit alkoholisch-wassriger Fuchsinlosung, licht-
optisch 15003 1.

3000 :
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gerung um die Bakterien zu sehen. Der helle Hof erscheint lichtoptisch
als eine in der Kultur gebildete , Kapsel*, elektronenoptisch als eine
Zone, in der die Schleimsubstanzen sehr wasserreich sind und daher
nach dem Auftrocknen die Bakteriengruppe besonders locker umgeben.
Die aus Blut und Peritonealexsudat gewonnenen Pnewmokokken zeigen
dhnliche kornige Substanzen auf der Zelloberfliche (Abb. 13, 14). Der

11 879730 11 87
Abb. 13, Streptococeus laneeolatus, Abb. 14, Streptococeus lanceolatus, T'yp I,
Typ 1/, aus Miuseblut isoliert el. opt. aus Peritoneal idat isoliert el. opt.

12000: 1. 00 1.

Zusammenhang zwischen den Kapselsubstanzen und der Bakterienzelle
ist dabei tiberraschend locker, scheint oft sogar véllig zu fehlen. Trotz-
dem haften die Substanzen nach dreimaligem Waschen noch an den
Zellen fest. An ihrer Zugehorigkeit zu den Bakterien koénnte man
zweifeln, wenn nicht entsprechende Versuche mit Prewmobazillen grund-
sitzlich ahnliche, jedoch beziiglich der Zugehérigkeit der Kapsel-
substanzen zur Bakterienzelle viel deutlichere Bilder ergeben hitten.

b) Bacillus pnewmoniac.

Die Pneumobazillen ans Agarkulturen zeigen die fir Prewmokokken
charakteristische mehrschichtige AuBienbegrenzung nicht. Zellen aus

11 605/20 115

Abb. 15, Baecdlus pnewmoniae, 12tagige AbL. 6. Bacillus puewmonine, 28
Kultur auf Agarplatte el. opt. 14000: 1. Kultur anf Agarplatte, el opt. 14000 1.
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jungen Kulturen erscheinen scharf begrenzt, hiufig mit zentralen oder
polaren Aufhellungen. In ilteren Kulturen findet man daneben ,,Bak-
terienschatten‘* (Abb. 15) und schlieBlich kérnige Formen (Abb. 16).
Nur selten fanden wir in Kulturen Formen, deren Auflenzonen an die
Schleim- und Kapselbildung der Pnewmokokken erinnerte (Abb. 17).

g 11 731/39
Abb. 17.  Bacillus pnewmonine, 26tigige Kultur auf Agarplatte, el. opt. 15000: 1.

Die Struktur der aus dem Tierkorper gewonnenen Pneumobaziller
ist eine vollig andere als die der Kulturbakterien (Abb. 18 bis 23). Die

i—1£—l p-—’L.

Abb. 18. 11 817,39 Abb. 19 1T 810/39

Abb. 20. 11 830,39 Abb, 11 829/39
Abb. 18 bis 21. Bacillus puewmoniae aus Miuseblut isolicrt el opt. 14000 : 1 und 12000 : 1.
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Zellen erscheinen untereinander gleichartiger und zeigen hiufig einen
oder wihrend der Teilung zwei deutliche, durch ihre gréBere Dichte
hervortretenden Inhaltskérper (Abb. 18, 19, 20). Diese liegen diagonal
zur Lingsachse der Bazillen oder Doppelbazillen. Die deutlichen Be-
ziehungen zum Teilungsvorgang ermdglichen mit hoher Wahrschein-
lichkeit sie als ,Nucleoide** anzusprechen. Um den Bakterienkérper
sieht man in groBerer oder geringerer Breite die Kapselsubstanz. Sie
bricht nach aufBen unregelmiBig, ohne scharfe Begrenzung ab. Die An-
ordnung der kriimeligen Masse ist hédufig deutlich radiir-(Abb. 20, 21).

sy

Abb. 22, 11 825

Abb, 23, 11 82330
Abb. 22 und 23, Bacillus pneumoniae aus Peritonealexsudat isoliert el. opt. 13000: 1.

Wir deuten dies als Folge einer durch die Bakterienoberfliche erfolgenden
allseitigen Abscheidung. Auch dann, wenn die Radidrstruktur erst durch
die Auftrocknung zustande kommen sollte, zeigt sie doch eine vor-
gebildete Lagerung und Ausrichtung der Kapselsubstanzen an. Mit-
unter sind innerhalb der Kapsel betrichtliche Liicken. Man sieht dann
die Bakterienoberfliche scharf konturiert vorliegen, keineswegs ge-
quollen und keinen allméhlichen Ubergang zur Kapsel bildend. Sind
die Kapseln durch Waschen der Bakterien véllig abgelost (Abb. 22, 23),
so ist ebenfalls die scharfe Zellbegrenzung deu‘lich, dariiber hinaus
sicht man einen feinen ,,Strahlenkranz*, wie er friiher schon (33, Abb. 9
und 17b; 38) bei B. prodigiosum und Sarcina alba beschrieben wurde.

¢) Bacillus anthracis.

Als Sporenbildner zeigt der Milzbrandbazillus in der Kultur eine
von den bisher beschriebenen Keimen stark abweichende Morphologie.
Vor der Sporenentwicklung, auf deren Probleme hier nicht ins Einzelne
gehend eingegangen werden soll, ist eine deutlich abgesetzte Membran
um einen dichten Bakterienkorper sichtbar (Abb. 24 u. 29). Der grofe
Abstand zwischen dem Innenkérper und der Membran erinnert an
Abb. 7 der Pnewmokokken. Mit der Ausreifung der Sporen nimmt die
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II 100/40
Abb. 24, Bacdlus anthracis, 28tigige, bei Zimmertemperatur gewachsene XK ultur auf Agar-

platte el. opt. 12000 1.
1;

Abb. 25. IT 93/40 Abb. 26. 11 91140

Abh. 27. 11 84/40 Abb. 28, II 98/40
98, Hacidlus anthracis, verschiedene Stadien der Sporenbildung in Kultur auf
Agarplatte el. opt 10000: 1,
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Dichte und Ausdehnung der Innenkérper ab (Abb. 25, 26, 27), bis nach
deren Freiwerden leere Membranen iibrig bleiben (Abb. 28, 29). Dabei
ist bemerkenswert, daf sich polar liegende, manchmal klappenartige
Offnungen in der Membran bilden, die offenbar die Spore austreten
lassen (Abb. 25 bis 29). Lichtoptisch kann durch den Abstand zwischen
Innenkérper und Membran eine Kapsel vorgetiduscht werden. Elek-
tronenoptisch ist keine Kapsel sichtbar. Echte Kapseln sollte man auch
beim Milzbrandbazillus im Tierversuch erwarten. Entsprechende Ver-
suche mit einem miusepathogenen Milzbrandstamm haben jedoch

11 95/40
Abb. 20, Bacillus anthracis, leere Bakterienmembran® el. opt. 12000: 1.

immer nur gut begrenzte, kapsellose, meist homogen dichte Bakterien-
formen in Blut und Peritonealexsudat gezeigt. Es muf also bei der
Waschprozedur die Kapselsubstanz entfernt worden sein, oder es fehlt
dem Milzbrandbazillus, entgegen den herrschenden Anschauungen, die
bei Pnrewmoniebazillen beschriebene echte Kapsel.

IV. Besprechung der Ergebnisse.

Die Untersuchungen an kapselbildenden Bakterien, und zwar an
Kokken, nicht sporenbildenden und sporenbildenden Stibchen, haben
es ermoglicht, strittige Fragen iiber den cytologischen Feinbau dieser
Keime zu kliren und neuartige Befunde zu erheben. Im parasitierenden
Zustand zeigen die Pnrewmobazillen in ihrem Cytoplasma wohl aus-
gebildete Nucleoide. Ihre Durchmesser betragen etwa 60 bis 160 my,
so daB sie nur mittels der Ubermikroskopie genau nachweisbar sind.
Die Einteilung des Bakteriencytoplasmas in Entoplasma und Ekto-
plasma (Zettnow) erscheint nicht streng durchfiihrbar, zwischen beiden
ist eine scharfe Grenze (Schaudinn) nicht nachweisbar. Die Vorstellung,
daB die ektoplasmatische Zone dichter sei als das Entoplasma findet in
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den elektronenoptischen Bildern keine Stiitze, dies gilt hochstens von
der auBerordentlich diinnen Membranl. An zahlreichen Bakterien
(Dysenterie-, Bang-, Coli-, Paratyphus-, Prodigiosus-Bakterien u.a.)
wurde schon friiher (7, 32, 33) gezeigt, daB die &uBeren Cytoplasmateile
hiufig eine geringere Dichte aufweisen als das Zellinnere. Die gleichen
Befunde wurden zum Teil an Pneumokokken und Pneuwmobaziller.
(Abb. 7, 21) und mit grofer RegelmaBigkeit an Milzbrandbakterien er-
hoben. Auch bei den Erregern der Tuberkulose (24) und Aktinomykose
(Abb. 30) sieht man deutlich die geringere Dichte der duBieren Cyto-
plasmateile.

i 2 s s
Abb.30. 11 509,39
Aktionomyces bovis, 20tiigige anaerobe Kultur auf Fortner-Platte el. opt. 13000: 1.

Wihrend eine genaue Grenzziehung zwischen Entoplasma und
Ektoplasma unmoglich erscheint, ist die Begrenzung des Bakterien-
korpers, d. h. des Ektoplasmas nach auBen immer scharf und erscheint
hiufig als konturartige Linie von etwa 8 bis 20 mp. Breite. Sie tritt
besonders dann deutlich hervor, wenn zwischen dieser Linie und dem
dichten Bakterieninnern ein breiterer, wenig massendichter Teil liegt.
Wahrscheinlich handelt es sich bei manchen Bakterienformen dabei um
Liicken, die durch Schrumpfung des Cytoplasmas zustande kommen.
Die Beobachtungen sprechen jedenfalls fiir das Vorliegen einer Membran,
deren Wandstirke so gering ist, dal sie der direkten lichtoptischen

L Anmerkung bei der Korrektur. A. Jakob u. H. Mahl (Jahrb. d. AEG-
Forschung 7, 31, 1940), die sich bei ihren Untersuchungen des gleichen
Verfahrens der Abbildung mittels Elektronenstrahlen bedienen, bezeichnen
neuerdings die von ihnen entsprechend friiheren Untersuchungen von
. Piekarski w. H. Ruska, gefundenen Bakterienmembranen als Kapseln.
Wir halten eine strenge Trennung dieser beiden morphologisch verschie-
denen Gebilde fiir erforderlich.
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Beobachtung entgehen mufite. Wir méochten sie mit dem friitheren
Begriff des Ektoplasmas nicht identifizieren. Besonders erwiesen er-
scheint ihre Existenz, wenn aus der Umhiillungsmembran der Inhalt
ausgetreten ist (Kruses ,,Bakterienschatten®’, Abb. 29 u. 31), oder wenn
sich sogar Falten in ihr nachweisen lassen (33, Abb. 13) (Abb. 32). Die
Abb. 29 und 31 zeigen , Leermembranen, keine ,,Leerkapseln‘‘ (IWolo-
schin). Reift der die Bakterien tragende Kollodiumfilm bei der Be-
obachtung ein, und rollt er sich auf, so sicht man die aufgetrockneten
Objekte von der Seite und erkennt, daB sie

flach ausgebreitet auf der Unterlage haften. i 4 ~

Abb. 31. II 661(39 Abb. 32,  II 469/39
Streptococcus lanceolatus, ,,Jeere Bakterienmembran'’, Keim aus der Mundhohle
52stiindige Kultur auf Blutagarplatte el. opt. 13000: 1. (unbestimmt) mit deutlicher

Faltenbildung el. opt. 10000 : 1.

AuBerhalb der Membran und damit auBerhalb der Bakterien liegen
hiiufig kornige Elemente, sogenannte Begleitkorperchen, der Zelle an
(Abb. 30). Sie sind fiir einzelne Bakterienarten so charakteristisch, daf3
sie als spezifische Zellprodukte betrachtet werden miissen. Schleim
erscheint meist als strukturloser Schleier um die Bakterienzelle und 18t
sich nach Versuchen, die wir mit Coli-Bazillen ausgefiihrt haben, leicht
durch Waschen entfernen. In #dhnlicher Weise umgeben auch die
Kapselsubstanzen den Bakterienkérper, und zwar teils als kriimelig,
kornige Substanz und teils als Auflagerung mit deutlich radiirer Struk-
tur. Wir haben danach in der Kapselbildung lediglich Sonderfiille des
allgemein verbreiteten Vorganges der Ausscheidung unloslicher Sub-
stanzen vor uns. Es handelt sich bei ihr nicht um Quellung (Binaghi,
Gotschlich u.a.) der &uBeren Zellschicht, diese liegt vielmehr véllig
intakt unter der Kapsel vor (Abb.21). Nach auflen ist die Kapsel-
begrenzung dagegen unscharf und ohne Membran (Hinterberger, Hamm).
Die Kapselbefunde mancher Autoren an Staphylokokken, Streptokokken,
Typhus-, Pest-, Coli- und Proteus- Bazillen diirften, sofern es sich nicht
um Kunstprodukte durch die zum Teil sehr eingreifenden Darstellungs-
mafBnahmen handelt, ebenfalls bakterielle Abscheidungen sein. Der

Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 11. 11
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wesentliche Unterschied zwischen Schleim und Kapsel ist der Umstand,
daB die Schleimsubstanzen zwischen den Bakteriengruppen zgsammer_l-
flieBen (Abb. 9, 10, 11), wiihrend echte Kapseln (Abb.18 bis 21) die
einzelnen Bakterien oder Diplokokken isoliert umgeben.

Wie weitgehend die lichtoptischen Untersuchungen zur Frage der
AuBenbegrenzung der Bakterien zu Trugschlissen fithren konnen,
zeigte schon das Beispiel der Tuberkulose (24). Ahnlich scheinen.dle
Verhiltnisse beim Milzbrand zu liegen. Wie sich beim T%berkelbazzl.l'us
keine dicke, wachsartige Hiille nachweisen lieB, so beim Milzbrand keine
echte Kapsel. Auch inlichtoptischen Untersuchungen an unge\vaschene“
Milzbrandbazillen konnten wir uns wie 4. Fischer (13) und W. Enderle (12)
von der Existenz einer Kapsel nicht itberzeugen. Es wire dagegen
unrichtig, mit A. Fischer auch das Vorhandensein einer Kapsel bel
Pneumobazillen. zu bestreiten. Im ungefirbten Priparat kann licht-
optisch der Eindruck einer Kapsel bei echter Kapselbildung entstehen,
aber auch wenn sich Liicken im Ausstrichmaterial um die Bakterienzelle
bilden. Dabei ist zu beachten, daB solche Liicken sowohl zwischen der
Bakterienmembran und der Umgebung als auch innerhalb der Membran
(Milzbrand) zwischen dieser und dem Cytoplasma vorkommen konnen.
Die unmittelbare Abbildung der durchstrahlten Masse durch das iiber-
mikroskopische Verfahren schlieBt Téuschungen iiber das Vorhanden-
sein oder Fehlen einer Kapselsubstanz aus.

Fir die Uberlassung von Bakterienstimmen sind wir dem balkterio-
logischen Laboratorium des Rudolf Virchow-Krankenhauses (Prof. Dr.
T'. Woklfeil) und dem Hygienischen Institut der Universitat Berlin
(Dr. 4. Vierthaler) zu grofiem Dank verpflichtet.

Zusammenfassung.

Die bisherigen Beobachtungen iiber die allgemeine Morphologie
der Bakterien werden mit dem Siemens-Ubermikroskop nach E. Ruska
und B.v. Borries an kapselbildenden Bakterien erweitert.

Der Einfluf3 des Untersuchungsverfahrens auf Struktur und Lebens-
fiahigkeit der Bakterien wird gepriift.

Die Deutung der gewonnenen Bilder erfolgt unter besonderer
Beriicksichtigung der Frage nach der Existenz und Struktur von
Bakterienmembran und Kapsel.

An Pneumokokken 1aBt sich Membran und Kapsel oder Schleim-
substanz getrennt darstellen.

Die Pnewmobazillen zeigen in parasitierendem Zustand aufler
Membran und Kapsel deutliche Inhaltkérper, die als Nucleoide an-
gesprochen werden. Die Kapseln zeigen eine radidre Ordnung ihres
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Aufbaues. In der Kultur gewachsene Pneumobazillen zeigen keine
Nucleoide.

Bei den Milzbrandbazillen ist die Membran in besonders schoner
Ausbildung nachweisbar. Nach der Sporenreifung tritt die Spore durch
eine polare Liicke in der Membran aus der Zelle aus. Kapseln sind bei
Milzbrandbazillen nicht nachzuweisen gewesen.

Die Kapsel erscheint als Ausscheidungsprodukt des Bakteriums.
Sie ist keine Aufquellung der duBeren Bakterienschicht. Diese liBt sich
vielmehr véllig intakt unter der Kapsel nachweisen.
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(Aus der Mikrobiologisch-Chemischen Abteilung der Biologischen Reichs-
anstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Berlin-Dahlem.)

Uber die Bedentung
des Molybdins fiir stickstoffbindende Nostocaceen.
Von
H. Bortels.
Mit 7 Textabbildungen.
(Eingegangen am 21. Mdarz 1940.)

Wenn es im Erdboden und im Wasser Algen gibt, die nicht nur
kohlenstoffautotroph, sondern auflerdem stickstoffautotroph leben, dann
miissen diese als die ersten und wichtigsten Bildner organischer Substanz
auf der Erde angesprochen werden. Denn die héheren griinen Pflanzen
assimilieren zwar die Kohlenséiure der Luft, sind aber auf gebundenen
Stickstoff angewiesen, wihrend umgekehrt die stickstoffbindenden
Bakterien zwar den elementaren Stickstoff der Luft assimilieren kénnen,
dafiir aber mit organisch gebundenem Kohlenstoff versorgt werden
miissen. Nur stickstoffbindende und zugleich kohlenstoffautotrophe
Organismen wiirden imstande sein, in rein mineralischem Substrat, das
zuniichst auch keinen Stickstoff in gebundener Form enthilt, zu wachsen,
sich zu vermehren, somit organische Materie zu bilden und gewisser-
maflen als Pioniere des Lebens den Boden fiir alle folgenden Organismen
vorzubereiten.

Im weiteren Sinne konnten auch gewisse Mikrobengemeinschaften
hierher gerechnet werden, in erster Linie Algen, die in Symbiose mit
stickstoffbindenden Bakterien zu leben vermégen. So entnahmen
Wilfarth und Wimmer (30) ihren Versuchsergebnissen, da Algen ent-
weder allein oder in Gemeinschaft mit Bakterien Stickstoff binden und
auf diese Weise zur Humusbildung und zur Erhaltung der sogenannten
alten Kraft des Bodens beitragen. Uber eine férdernde Beeinflussung
des stickstoffbindenden Azotobacter chroococcum durch Algen hat
Werner (28) berichtet, und Schrider (24) konnte Chlorella gemeinsam
mit Azotobacter in stickstofffreier mineralischer Nithrlsung zur Ent-
wicklung bringen. Assimilation des elementaren Stickstoffs durch
Azotobacter in Symbiose mit Oscillatoria und Gloeocapsa hat Menchi-
kovsky (18) festgestellt.

Diese Lebensgemeinschaften werden jedoch kaum in dem MaBe
erste Pionierdienste geleistet haben wie solche Mikroorganismen, die

! Von der Symbiose hoch entwickelter Pflanzen wie der Leguminosen

mit stickstoffbindenden Bakterien kann in diesem Zusammenhange nicht
gesprochen werden.
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allein Kohlenstoff wie Stickstoff aus der Luft entnehmen kénnen. Algen
mit dieser Eigenschaft sollen sich nach Ansicht vieler, auch dlterer
Autoren unter den Cyanophyceen befinden. Beijerinck (4) hat desh.alb
geiuBert, daB solche Cyanophyceen die Urbewohner der Erde seien.
Denn sie leben ,,beinahe ginzlich* ohne gebundenen Stickstoff und
siedeln sich als erste auf vollig sterilem Sand und auf vulkanischer
Asche an (27).

Beijerinck war so vorsichtig, die untersuchten blaugriinen Algen als
,,oligonitrophil** zu bezeichnen. Eine geringe Menge gebundenen Stickstoffs
hielt er fiir unentbehrlich, obwohl Stickstoff gebunden wiirde. Del'.st}'elt
dariiber, ob diese Algen tatsiichlich in der Lage sind, mit Luft als einziger
Stickstoffquelle auszukommen, ist seit der Entdeckung von Frank (9), der
als erster Stickstoffbindung bei Algen nachgewiesen hat, bis in die neuere
Zeit niemals endgiiltig entschieden worden. Wahrend es noch in keinem
Falle gelungen ist, Grinalgen in Abwesenheit stickstoffbindender Bakterien
in stickstofffreier Nithrlsung zu ziichten, geht aus den Arbeiten jener Jahre
[siehe Drewes (7)] hervor, da zwar bakterienhaltige Noslocucccn-Kultnl'gn
Stickstoff binden kénnen, da aber bezeichnenderweise unter den Begleit-
bakterien dieser Algen hiufig, wenn auch nicht immer, Azotobacter nach-
gewiesen worden ist. Die Feststellungen beziiglich einer stickstoffauto-
trophen Lebensweise blaugriiner Algen in absoluter Reinkultur oder wenig-
stens frei von stickstoffbindenden Bakterien lauteten Widerspx'echeml-
Z. B. konnte Glade (12) im Cegensatz zu den iibereinstimmenden Fest-
stel_]ungen von Beijerinck (4) und Heinze (14), die beide Nostocaceen zur
Assimilation des Luftstickstoffs fiir befihigt hielten, bei Arten der Gattung
Cylindrospermum keine Spur von Stickstoffbindung nachweisen. Ebenso
glaubte Esmarch (8), daBl Nostocaceen nur durch Vermittlung von Azotobacter
den Luftstickstoff ausnutzen koénnten. Drewes (7) hat schlieBlich die Frage
t?nc}giiltig zu entscheiden versucht, indem er nach der Methode von Bei-
]Ltrmck (4) in stickstofffreier mineralischer Nihrlosung Erdalgen anreicherte,
(hfzse dann rein ziichtete und untersuchte. Es waren wieder nur Nostocaceen,
mit denen in 50 bis 60 Tagen Stickstoffgewinne bis zu etwa 3 mg in 250 cem
Niihrlosung erzielt wurden. Das ist Jjedoch so wenig, daB die stickstoff-
bindende Eigenschaft dieser Algen auch weiterhin angezweifelt werden
konnte [Gustl (11)].

Allison und Mitarbeiter (1, 2, 3) haben nun in ausgedehnten Unter-
suchungen einen deutlicheren Beweis dafiir geliefert, daB3 Reinkulturen von
Nostocaceen tatsiichlich den Luftstickstoff zu assimilieren vermogen. Die
Reinzucht der Algen gelang ihnen in sehr einfacher Weise durch Bestrahlung
artreiner Kulturen mit ultraviolettem Licht, wodurch die Bakterien bei
geeigneter Dosierung abgetotet, die Algen dagegen nicht geschidigt wurden.
Die amerikanischen Autoren haben auch die von Beijerinck (4) schon ge-
troffene Feststellung bestiitigt, dal weder Griinalgen noch die ebenfalls sehr
haufigen blaugriinen Oscillatoria-Arten die Fihigkeit zur Stickstoffbindung
besitzen. Stets konnte diese Eigenschaft nur bei den Nostocaceen nach-
gewiesen werden. Allison und Mitarbeitern (1, 2, 3) ist dieser Nachweis
durch Zugabe von Erdextrakt zur Niihrlosung besonders deutlich gelungen.
Durch diese MaBnahme erhohte sich namlich der Stickstoffgewinn in einem
Zeitraum von 60 Tagen auf etwa 12 mg.

Allerdings kann nun wieder eingewendet werden, daf dem Nahr-
medium mit dem Erdextrakt auch Stickstoff zugefiihrt und damit nu
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Beijerincks Anschauung von der Oligonitrophilie dieser Algen bestatigt
wurde. Die amerikanischen Autoren erkliren aber den auffallend for-
dernden Einflul des Erdhumus mit dessen Gehalt an Eisen.

Erdhumus enthilt jedoch auBler Eisen noch andere wirksame
Spurenelemente, von denen fiir stickstoffbindende Mikroorganismen vor
allem das Molybdin in Frage kommt. Es schien deshalb geboten,
Untersuchungen dariiber anzustellen, ob auch Nostocaceen wie andere
Stickstoffixierer durch Molybdén in ihrer Entwicklung geférdert werden,
ob also auch bei diesen Organismen der Erdextrakt durch Molybdin
ersetzt werden kann. Bejahendenfalls wiirde die allgemeine Bedeutung
des Molyhdins fiir die biologische Stickstoffbindung und damit fiir die
Fruchtbarkeit der Boden und Gewisser erneut unterstrichen. Denn
Nostocaceen sind im Boden wie im Wasser weit verbreitet. Wihrend
ihre Beziehung zur Fruchtbarkeit des Bodens noch kaum untersucht
worden ist — Esmarch (8) fand die Verbreitung der Cyanophyceen ab-
hingig von Feuchtigkeit und Nihrstoffmenge, Gistl (11) untersuchte den
EinfluB der Anionen und v. Schelhorn (23) denjenigen der Reaktion —,
gilt z. B. die Gattung Aphanizomenon geradezu als Leitform fiir be-
sonders fruchtbare Fischteiche (32). Eine Bejahung der aufgeworfenen
Frage wiirde ferner bedeuten, dafl die Nostocaceen tatsichlich genau so
wie etwa Azotobacter imstande sind, mit dem elementaren Stickstoff der
Tuft als einziger Stickstoffquelle zu leben, und daB nur deshalb die
Stickstoffbindung teilweise nicht festgestellt werden konnte, weil den
verwendeten Nahrmedien Molybdén fehlte. Gleichzeitig muBte es sich
erweisen, ob im Boden noch andere Algen aufler den Nostocaceen bei
Gegenwart von Molybdin stickstoffautotroph leben kénnen. Eine be-
sondere Anregung zur Untersuchung dieser Fragen lag in den Analysen
von Ter Meulen (25, 26), die einen auffallend hohen Molybdingehalt
anabaenahaltiger Azolla-Pflanzen aufwiesen und die dadurch schon
andeuteten, dal Molybdin fiir diese Algen die gleiche Bedeutung haben
konnte wie fiir stickstoffbindende Bakterien.

I. Nostocaceen aus Teichwasser.

Die Versuche, deren wesentlichste Ergebnisse schon 1938 in einem
Vortrage (5) auszugsweise mitgeteilt werden konnten, erstreckten sich
zunichst auf das Verhalten einiger aus einem Wasserbecken des Bo-
tanischen Gartens in Berlin-Dahlem geziichteten Nostoc- und Anabaena-
Arten. Diese Kulturen waren zwar artrein, aber nicht bakterienfrei
und dienten nur zu einer ersten Orientierung. Sie wurden ebenso wie die
spiter aus Erde geziichteten und teilweise in absoluter Reinkultur
untersuchten Formen in folgender Grundnihrlosung kultiviert:

H,0 1000; FeSO,-7H,0 0,1; CaCO, 0,5; CaHPO,- 2 H,0 0,5;
K.S0, 0,5; MgSO0,- 7H,0 0,3; NaCl 0,05; MnS0,- 7 H,0 0,005,
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Nach der Zugabe von Ferrosulfat und Calciumcarbopat zum Wasser
wurde dieses bis zur vollstindigen Fillung von braunem E1§enhydroxyd ge‘-
schiittelt. Erst dann wurde die Nihrlosung mit den iibrigen Salzen. ver:s
vollstiindigt. Die schon von Maertens (16) erwihnte Lebensnot.wendlgke_lt
des Calciums ist eine von jenen bemerkenswerten Eigensch.aften, die in
gleicher Weise sowohl die Nostocaceen als auch das stickstoffbindende Bak-
terium Azotobacter auszeichnen. z o

Als KulturgefiBe dienten fiir die Algen bei Verwendung fliissxgen Hl\ah!‘-
mediums teils 100 cem fassende Erlenmeyerkolben (fiir 20 cem Nahrlésung)
aus Jenaer Geriteglas Nr. 20, teils Reagensrohrchen und bei Benutzung von
Agarnahrboden Petrischalen. Die spiter zu erwihnende Azolla wurde in
der gleichen Nihrlosung, aber meistens in Erlenmeyerkolben von 300"ccm
Inhalt, seltener in solchen von 100 oder 750 ccm Inhalt oder anderen Ge.fa_ﬁen
aus demselben Jenaer Glas in entsprechenden Nihrlssungsmengen kultiviert.

Immer standen die Kulturen im Gewichshaus im diffusen Tngeshcht,
das in den Wintermonaten! nachts durch kiinstliche Beleuchtung erginzt
wurde, bei Temperaturen von 22 bis 28° C. .

Die Stickstoffanalysen wurden nach Kjeldahl und im Falle, daB die
Nihrlosungen Nitrat enthielten, nach Forster ausgefiihrt, in beiden Fillen
unter Verwendung von Wieningers Reaktionsgemisch. Jedoch wurde das
Ammoniak in borsidurehaltiges Wasser iiberdestilliert und mit * /zo n Schwefel-
sdure titriert.

In erster Linie sollten Molybdén und Vanadium in ihrer Wirkung
auf Anabaena und Nostoc gepriift und mit Erdextraktasche verglichen
werden, die durch Veraschen eines wiisserigen Auszuges von Mistbeet-
erde gewonnen worden war. Da nach Verimpfung der Algen in fiir
stickstoffbindende Bakterien geeignete stickstofffreie Nihrmedien im
Dunkeln bei 290C keine Bakterienentwicklung festgestellt werden
konnte, die Kulturen also offenbar keine stickstoffbindenden Bakterien
enthielten, wurde auBerdem versucht, das Algenwachstum durch zu-
sitzliche Beimpfung mit drei verschiedenen Stimmen von Azotobacter
chroococcum und einem von Azotobacter vinelandii zu fordern. In einer
weiteren Versuchsreihe kamen Anabaena und Nostoc in Mischkulturen
zur Untersuchung. Diese wurden nach etwa 4 Wochen der Stickstoff-
analyse unterworfen, die beiden anderen Reihen mit Nostoc und Ana-
baena in artreiner Kultur 12 Tage spiiter. In den Tabellen I und II sind
die Ergebnisse zusammengefafit.

TabelleI. Wirkung verschiedener Zusiitze auf eine bakterien-
haltige Mischkultur von Anabaena spec. + Nostoc spec.
4. Marz bis 1. April 1937.

Grundniihrlésung mg N in 100 ccm
(0] 1 (B AT R A e Tl S s 2,0
-+ 0,00001 9 NaVO,-4H,0 .. 4,1
+ 0,0001 9% Nay,MoO,-2H,0.. 5,6
+ Erdextraktasche ..........coc0evniinnens A 5,6
- 0,0001 9% Nay,MoO,-2H,0 + Azotobacter ........... 5,1

1 Mit Ausnahme der Wintermonate 1939/40.
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TabelleIT. Wirkung verschiedener Zusitze auf bakterienhaltige,
artreine Kulturen von Anabaena spec. bzw. Nostoc spec.
4. Miirz bis 13. April 1937.

mg N in 100 cem
Grundniihrlésung 7
Anabaena spec. ‘ Nostoc spec.
Ohne Zusatz ....... 3,4 | 2,0
-+ 0,00001 % NaV Oy 4,6 | 4,0
-+ 0,0001 9%, Na, Mo 0‘ dsier || 6,9 | 52
B rdextrRicbasohio 7 5o vh e ol i DA ) | 5,6
-+ 0,0001 % Na,MoO, -2 H,0 + Azotobacter ... 7,0 | 5,6

Schon aus diesen Ergebnissen der ersten einleitenden Versuche
konnte geschlossen werden, daf3 mit nicht stickstoffbindenden Bakterien
verunreinigte Nostoc- und Anabaena-Arten tatsichlich Stickstoff binden
und in dieser Eigenschaft durch die Gegenwart verschiedener Azotobacter-
Arten nicht einmal eine Unterstiitzung erfahren, wohl aber in gleicher
Weise wie diese Bakterien durch Molybddn und andere Wirkstoffe.
Von diesen letzteren diirfte in Erdextraktasche nichts vorliegen, was die
Stickstoffbindung der Algen wie die der Bakterien stirker fordert als
Molybdén.

Weitere Versuche mit den beiden aus Teichwasser isolierten Nosto-
caceen-Iulturen haben diese Erkenntnisse immer wieder bestitigt.
Nachdem die Algen erst einige Male in molybdénfreie Nihrlésung iiber-
geimpft und auf diese Weise selbst wahrscheinlich molybdinirmer ge-
worden waren, trat die fordernde Wirkung des Molybdéns noch deutlicher
in Erscheinung (Tabelle 11T und IV). Auch lie8 sich bei Beriicksichtigung
der langsameren Entwicklung der Algen im Vergleich mit derjenigen
der Bakterien nach einer entsprechend langen Kultivierungszeit ein
Stickstoffgewinn erzielen, der dem bei Azotobacter erreichten schon nahe
kommt. Die Stickstoffbindung der Nostocaceen ist also unter kiinst-
lichen Bedingungen bei Gegenwart von Molybdén ganz beachtlich und
wird unter den natiirlichen Verhiltnissen des Bodens und Wassers
vielleicht noch gréBer sein.

Tabelle I1T. Wirkung von Vanadium, Molybdin und Erdextrakt-
asche auf bakterienhaltige, artreine Kulturen von Anabaena spec.
bzw. Nostoc spec.

3. April bis 3. Mai 1937.

\‘ mg N in 100 cem
|

Grundniihrlosung

|| Anabaena spec. | Nostoc spec.
OTne Zose s P R 20 24 T
-+ 0,000019% NaVO;-4H,0 . 46 4,6 2,9 2,9
-+ 0,00019% Na,MoO,-2H,0 . & 81 856 6,7 6,4
+ Erdexttaktasche . .............ooeenronnss 7.8 7.8 6,9 6,9
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Tabelle 1V. Wirkung des Molybdins auf eine bakterienhaltige,
artreine Kultur von Anabaena spec.

7. Mai bis 21. Juli 1937.

Grundniihrlgsung “ mg N in 100 ccm

' 40 5,6
l 21,0 21,5

Schon rein #uBerlich lassen sich in Abb.1 die molybdéinfreien
Kulturen des Versuchs der Tabelle IV als kiimmerlich entwickelte,
chlorotische Stickstoff-Hungerkulturen von den dunkel blaugriin ge-
farbten, kriftig entwickelten molybdénhaltigen Kulturen unterscheiden.

- b
Y -«

Abb. 1. Tordernder EinfluB des Molybdiins auf die Entwicklung von Anabaena spec. in
stickstofifreier Niihrlosung. 7.Mai bis 21, Juli 1937,

Der Versuch, eine Aphanizomenon-Art aus dem Wasser eines Fisch-
teiches in Kultur zu nehmen, scheiterte. In der angegebenen syntheti-
schen Néhrlgsung fand weder mit noch ohne Zugabe von Molybdat oder
Nitrat Vermehrung statt. Die Alge scheint besondere Anspriiche zu
stellen, die noch nicht bekannt sindl.

II. Nostocaceen aus Ackerhoden.

Nach diesen einleitenden Versuchen mit aus Wasser geziichteten
Algen wurde die eigentliche Aufgabe der Isolierung und Untersuchung
bodenbewohnender stickstoffbindender Algen begonnen. Dazu standen
sechs verschiedene Ackerbéden® zur Verfiigung, die durch die Angaben
in Tabelle V kurz charakterisiert sind.

! Darauf wurde ich schon von Herrn Prof. Dr. Wunder, Breslau, auf-
merksam gemacht, dem ich hierfiir sowie fiir freundliche Zusendung des
sichelalgenhaltigen Teichwassers bestens danken mochte,

2 Den Einsendern der von au3erhalb Berlins bezogenen Biden spreche
ich auch an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank aus.
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Tabelle V. Beschreibung der Versuchsboden.

Bezeich- | v “Phy: [ Frucht-
fl?-leril‘;h Herkuntt | PE | 1n L":“z.‘,'; Iﬁ‘\rde !ﬁgéﬁgﬁﬁﬁﬁgﬁ | b;l"ll?cllt
e | b= ! I
St Stade ' 6,1 E 3,3 3,6 | schwach anmooriger | sehr gering
Geestsand
D Berlin-Dahlem || 7,0 I 2,4 2,7 | humusarmer sandi- | mittell.{.
ger Lehm mibig
Go | Gottingen 76! 69 7,0 | humusarmer Lehm 1 grof3
R Rosdorf 7,2 | 86 9,0 | humusreicher Lehm | groB
bei Géttingen
(o] Gr. Ottersleben || 7,6 | 9,9 10,6 | humusreicher Lehm | sehr grof
am Harz i (Schwarzerde) |
Gu | Guhrau 8,0 J 7,2 7,3 | humusreicher san- | sehr grof3
i. Schlesien diger Lehm
. (Schwarzerde)

Diese Boden wurden volumenmiifig mit sterilem Leitungswasser im
Verhiiltnis 1: 100, 1: 1000, 1: 10000, 1: 100000 und 1: 1000000 verdiinnt,
und zwar kamen zunichst 12 cem auf 1 mm gesiebter und in das MeBgefi3
fest eingeprefter, naturfeuchter Erde mit einem Wassergehalt von etwa
509, des Fassungsvermogens in 1188 cem steriles Leitungswasser. Nach
liingerem, kriftigem Schiitteln wurden hiervon 10 cem in 90 cem steriles
Leitungswasser {ibertragen usf. bis zur Verdiinnung von 1: 1000000. Von
jeder dieser 5 Verdiinnungen wurde dann jeweils in fiinffacher Wiederholung
1 cem in mit Wattestopfen verschlossene Reagensrohrchen mit 5 cem Néahr-
losung verimpft. Da aus den Boden nicht nur molybdiinbediirftige, stick-
stoffbindende, sondern zum Vergleich auch andere, grime und blaugrime
Algen sowie Diatomeen angereichert werden sollten, waren der Grundnihr-
losung aufler 0,0005%, Natriummolybdat noch 0,059%, Kieselsiurehydrat
und zur Hélfte auch 0,1 9, Calciumnitrat zugesetzt worden. Die so beimpften
Rohrchen lagen vom 7. Oktober bis 1. November 1937 im Gewiichshaus auf
cinem Lattengeriist in schriiger Stellung, so daf} die Nihrlgsung eine grof3ere
Oberfliche bildete und besser durchliiftet wurde. Algenkulturen in Reagens-
rohrchen wurden stets in dieser schriigen Lage angezogen.

Am 1. November 1937 waren die Nahrlgsungen mehr oder weniger
stark mit Algen bewachsen und wurden deshalb zuniichst makro-
skopisch miteinander verglichen. Der Befund ist in Abb. 2 nieder-
gelegt.

Auf der Ordinate sind die Verdiinnungen I, II, ITI, IV entsprechend
1:100 bis 1: 100000 und fiir jede Verdiinnung auBlerdem die 5 Rohrchen
aufgetragen. Auf der Abszisse finden sich die Béden hintereinander gereiht.
Die Siulen geben dann ungefithr die quantitative Verteilung der 4 Algen-
gruppen wieder. Die Angaben iiber Diatomeen sind allerdings sehr ungenau,
da diese sicher hiufig von Griinalgen und Blaualgen {iberwuchert und darum
nicht zu erkennen waren.

Da Zahl und Art der Algen eines Bodens noch von vielen anderen
Faktoren abhingig sind, wie z. B. die Untersuchungen von Hsmarch (8),
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v. Schelhorn (23) und Gistl (11) lehren, ist es nicht verwunderlich, daB
in Abb. 2 keine klare Beziehung zwischen der Fruchtbarkeit eines Bodens
und seiner Algenflora zum Ausdruck kommt. Immerhin haben sich
zwei Tatsachen ganz deutlich herausgestellt: In dem unfruchtbarsten
der sechs untersuchten Boden wurden keine Nostocaceen aufgefunden,
und diese sind aus den anderen Béden nur in der stickstofffreien Nahr-
losung angewachsen, jedenfalls bei Beginn der Versuchszeit. Es ist also

s B brinogen O Aastocaceen
117.:”: [ scitatorizceen B tiatomeen
it 7 2
l U 7 7
: A
T HilEEm
i N 7 7N
Z3- N ¢§ =N Nl .
I NH N A ke
U N H A ZN A 7
7 T
Abb. 2. Gehalt der Versuchsbiden an verschiedenen Algengruppen.

wohl hieraus zu schlielen, daB diese Nostocaceen irgendwie den Luft
stickstoff auszunutzen imstande sind und #hnlich wie Azotobact 'u in
fruchtbareren Bbden zahlreicher vorkommen als in weniger fru htcber .
Die ebenfalls blaugriinen Oscillatoriaceen wurden da egen e argﬂ-
stickstoffhaltigen Néhrlésung angetroffen. Sie sindg fbennur m d?r
Griinalgen nach Uberimpfung in stickstofffreie Nihrlésun, Soni“;;i A
ge\\'zwhse“» sondem‘ nur in stickstofﬂm]tiger Nﬁhrl(‘isung Dgamiz fi illnt:
eine Bcobﬂchtung. ihre Bestitigung, die u.a. schon Be.ijeriﬁ k 4m 3
geste”t hat, der in stickstofffreier Nahrlésung auch nur Nf; L
et i stocaceen

Da also die bodenbewohnenden Nostocaceen auf Grund aller bis
herigen Beobachtungen héchstwahrscheinlich selbst Stickstoff bindex;
und sich demzufolge dhnlich verhalten wie Azotobacter, muBte ein Ver
gleich des Nostocaceen-Gehalts mit dem Azotobacter-Gehalt der ver
cohiedenen Boden besonders aufschluBreich sein. ;

4 -Zahl wurd ok r Wi

Die Azot'g[)(lcler z { e nach der Winogradskyschen Erd latten-
mothode ermlffe“~ Zu einer j\VIL\:eInmg von 30 g auf 1 mm gesiebIt)er ;nrtl
Htel-j]jsicl‘te" ]4e]dcl;df3, ‘1,:)}_;' léslicher Stirke und 0,3 g Calciumcarbonat

6,5 cem Fliissigkeit gegeben, bestehend aus 1 cem Bodenauf-

-urden s
wiu und 5,5 cem folgender Niihrlosung: H,0 100, K,HPO, 0,1

~4L~11\vem1111111g

smEEaERE T
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MgS0, - 7H,0 0,05, Na,MoO, - 2 H,0 0,023. Die Bodenaufschwemmung
bestand aus 1 cem der zu untersuchenden auf 1 mm gesiebten, naturfeuchten
Erde (Wassergehalt etwa 50% des Fassungsvermégens) und 100 cem,
im Falle der an Azotobacter verhiltnisméBig armen Béden St und D 10 cem
Wasser. Das Ganze wurde dann nach griindlichem Durchkneten in Petri-

schalen eingedriickt, oberflichlich glattgestrichen und in feuchter Kammer
bei 28° C aufbewahrt.

Tabelle VI. Azotobacter-Gehalt der Versuchsboden,
12, bis 16. November 1937.

Verdiinnung : 1:10 h _Vl—: 100 "
Boden: | st [ D || e | ® o | 6u
0 15 3 LR
Zahl der Kolonien auf 1 17 3 4 diri | 308
ciner Platte 1 18 3 1 Pl
1 23 4 8 Bl sa 805
Summe: 3 73 13 20 9 129
Mittel: 1 0,8 ! 183 || 33 l 6,0 | 23 |" 323

Nach vier Tagen wurden die auf der Oberfliche der Platten ge-

wachsenen Azotobacter-Kolonien gezihlt. Aus dem in Tabelle VI auf-
gefithrten Ergebnis ist eine gewisse Ahnlichkeit des Azotobacter-Gehalts
mit dem Nostocaceen-Gehalt der verschiedenen Béden zu entnehmen.
Vor allem enthiilt der magere Geestboden St nicht nur keine stickstoff-
bindenden Algen, sondern auch kaum Azotobacter, und der verhiltnis-
mifig geringen Zahl von Nostocaceen wie auch anderer Algen in dem
stickstoffreichsten Boden O entspricht auch eine verhiltnismiifig kleine
Azotobacter-Zahl. Bei weitem am meisten Azotobacter enthielt die
suhrauer Schwarzerde. Sie war aber auch am ausgiebigsten in der
Nostocaceen-Anreicherung, was allerdings aus der ziemlich rohen und nur
summarisch quantitativen Betrachtungsweise der Abb. 2 nicht hervor-
geht. Nachdem aber die Anreicherungskulturen mikroskopisch durch-
gemustert worden waren, zeigte es sich doch, dafl der Boden Gu die
artenreichste Nostocaceen-Flora enthielt (siche Tabelle VII, S.165).

‘Um artreine Kulturen zu erhalten, wurden mit der Platindse kleine
Mengen der an der Réhrchenwandung in stickstofffreier Nithrlosung an-
gewachsenen blaugriinen Kolonien auf 2%igen Agar von der Zusammen-
setzung der Grundnihrlésung mit 0,001 %, Natriummolybdat in Petri-
schalen iibertragen. Vom Rand der sich hieraus entwickelnden Kolonien
wurde abermals eine kleine Menge auf frischen Agarnithrboden iibergeimpft.
Dieses auch schon von anderen benutzte Verfahren fiihrte nach mehr-
maliger Wiederholung zu artreinen und bakterienarmen Kulturen, die,
wieder in Nihrlgsung in Réhrchen iibertragen und hier gut angewachsen,
zur Gewinnung absoluter Reinkulturen Verwendung fanden.

Die vollstindige Reinziichtung gelang bei einem Teil der Algen nach
dem Verfahren von Allison und Mitarbeitern (3) durch Bestrahlung mit



164 H. Bortels:

ultraviolettem Licht in verhiltnismiBig kurzer Zeit. Etwa euyw (llznfl’lft‘l’;ﬁ
voll des kriftig entwickelten Thallus einer Roéhrchenkultur “l\" e
TUhertragung in etwa 2 cem sterilen Leitungswassers im Quarzro ]‘l‘it by (i
nach Zerkleinerung des Thallusstiickchens durch kriiftlges.bd“‘l Rohr-
Bestrahlung ausgesetzt. Die Entfernung des fast horizontal liegenc e"l. Be-
chens vom Brenner einer Hanauer Analysenlampe betrug 20 cm, -(fle-hem
strahlungsdauer bei fortwithrender kriftiger Ventilation u_nd mo]u] )m;mch
TUmschiitteln je nach Empfindlichkeit der Alge 8 bis 12 l\lln}lteﬂ‘-n lu o
wurde moglichst wenig der bestrahlten Kultur in frische sterile x\ghl I}:hter{?’
iibertragen. War die Abimpfung angewachsen, dann erfolgte die “n_ ht
suchung auf Reinheit, die nur bei einem Teil der A]genkul.mu'en euexc' i
werden konnte. Zu den nicht vollig von Bakterien befreiten Kult}ue
zihlten vor allem die in stark schleimigen Lagern wachsenden Nostoc-Arten.
Vielleicht wiirde die Reinzucht nach mehrfacher Wiederholung der Fe-
strahlung auch bei diesen gelungen sein. Jedoch scheint das nicht e'l'f‘)“ oL
lich, da nicht angenommen werden konnte, daf} sich diese A]gell. i RUH?-,
kultur hinsichtlich Stickstoffbindung und Molybdénbediirftiglkeit ﬂnd""f’*
verhalten wiirden. Im iibrigen wurden in diesen Kulturen keine smckstof. =
bindenden Bakterien nachgewiesen, sondern Bact. prodigiosum und mlxdclc
stickstoffheterotrophe Arten. Die Algen wurden als bakterienfrel ans
gesehen, wenn sich in Bouillon nach kraftiger Beimpfung auch nach 1 bis
2 Wochen bei 26°C keine Bakterien entwickelten und im mit wasserigem
Methylenblau gefarbten Ausstrich bei etwa 1300facher VergroSerung mit
Olimmersion mikroskopisch keine Bakterien nachgewiesen werden konntexn.
In einigen dieser so rein geziichteten Kulturen wurde spiter erneut balk-
terielle Spontaninfeltion festgestellt.

Bei jeder Uberimpfung, die etwa alle vier Wochen ausgefiihrt werden
muBte, wurde jede Kultur sowohl in Nihrlésung ohne Molybdianzusatz als
auch in molybdanhaltige Nihrlésung geimpft. Fiir Versuchszwecke kamen
aber nur die jeweils jiingsten Kulturen in Nihrlosung ohne Molybdiinzusatz
zur Verwendung, weil diese an Molybdiin verarmte Algen enthielten, die bel
Priifung auf Molybdinbediirftigkeit deutlicher ansprachen.

Bei der mikroskopischen Untersuchung und systematischen Ein-
ordnung nach Geitler und Pascher (10) ergab sich zunichst die Tutsuc?le,
daB nur drei Gattungen der Nostocaceen vertreten waren, ﬂﬁml“’_h
Nostoc, Anabaena und Cylindrospermum. Da auch Beijerinck (4) sowie
Allison und Mitarbeiter (3), wie schon erwiihnt wurde, nur Vertreter
dieser drei Gattungen aus Erde anreichern konnten, ist es unwahrschein-
lich, daB8 noch Arten anderer als der aufgefiihrten Gattungen als Stick-
stoffixierer im Boden titig sind.

Die nihere Bestimmung gestaltete sich im iibrigen sehr schwierig,
worauf auch Geitler und Pascher (10) in ihrem Buch selbst hinweisen.
In vielen Fillen war es schon nicht leicht zu entscheiden, ob es sich um
eine Nostoc- oder Anabaena-Art handelte. Deshalb wurde durchgehend
jede Form, deren Trichome nicht deutlich in eine mehr oder weniger
dicke Schleimhiille eingebettet waren, oder die nicht in mikroskopisch
oder makroskopisch schleimigen, sondern in hiutigen Lagern wuchs,
zur Gattung Anabaena gestellt. Wenn hier schon bei Bestimmung der
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Gattungszugehorigkeit die Schwierigkeiten zuweilen gro waren, so
erschienen sie fast uniiberwindlich bei Bestimmung der Art. Obwohl
keine der isolierten Formen mit einer der beschriebenen Arten in jeder
Beziehung vollstindig iibereinstimmte, habe ich mich doch nicht ent-
schlieBen konnen, sie mit neuen Namen zu belegen, abgesehen von der
einen Kultur O 3. Vielmehr haben sie die Bezeichnung derjenigen
bekannten Art erhalten, der sie am nichsten stehen. Man wird auch
wohl nicht fehlgehen in der Annahme, daB es sich in den meisten Fillen
tatsichlich nur um Varianten dieser bekannten Arten handelt.

Im Rahmen des untersuchten Problems war es auflerdem nicht so
wichtig, iiber die Artzugehérigkeit der isolierten Kulturen endgiiltig
zu entscheiden. Es wiirde sich aber lohnen, an umfangreicherem Material
aus verschiedenen Béden eine genaue Bestimmung der Arten vorzu-
nehmen und Vergleiche anzustellen zwischen Fruchtbarkeit, Molybdén-
gehalt, Azotobacter- und Nostocaceen-Zahl verschiedener Biden, um so
die Standortverhiltnisse dieser so wichtigen Mikroorganismen weiter
zu kliaren. Immerhin hat sich bei der vergleichenden morphologischen
Untersuchung der insgesamt 38 isolierten Kulturen schon gezeigt, wie
aus Tabelle VII zu entnehmen ist, da3 der an Azotobacter reichste, sehr

Tabelle VII.
Die aus den Versuchsbéden isolierten Nostocaceen-Arten.

Boden Nr. der Kultur | Wi Ar origkeit der Kultur

St I S \: e

D 1 |l Nostoc calcicola Bréb.

D 2—b [ »  punctiforme (Kiitz) Hariot.

D 6-7 | Anabaena variabilis Kiitz.

D 8 Cylindrospermum maius Kiitz.

Go 1 | Nostoc paludosum Kitz.

Go 2 1l 5 punctiforme (Kiitz) Hariot.

Go 3 | Anabaena variabilis Kiitz.

Go 4 I Cylindrospermum licheniforme (Bory) Kiitz.
R 1—-2 | Nostoc punctiforme (Kiitz) Hariot.

R ‘ 3—4 || Anabaena variabilis Kiitz.

R | b H Cylindrospermum maius Kitz.

@ =g | Anabaena variabitis Kit.

0 | 3 | humicola nov. spec.

(€] | 4 H C_/lmdrospcrmum licheniforme (Bory) Kiilz.
Gu l‘ 1 ‘| Nostoc muscorum Kiitz.

Gu ‘ 2—6 ‘ »  punctiforme (Kiitz) Hariot.

Gu 7—12 | Anabaena variabilis Kiitz.

Gu ‘ 13 | 3 cylindrica Lemm.

Gu | 14 If = torulosa (Carm.) Lagerh.

Gu [ 15 I 5 oscillarioides Bory.

Gu 16 I Hallensis (Jancz.) Born. et Flah.

Gu 17 | C'Jlmdzosper'nmm maius Kiitz.
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fruchtbare Boden Gu auch am meisten grofzellige, typische Anabz.wna-
Arten enthielt. Von allen Nostocaceen scheinen demnach diese in ihren
Ernihrungsanspriichen dem in vieler Beziehung nahe verwandten
Azotobacter am #dhnlichsten zu sein.

Méglicherweise werden noch einige andere Arten in den Kulturen
angewachsen sein, die nicht untersucht und bestimmt wurden. Dadurch
diirfte aber das Gesamtbild kaum eine wesentliche Verinderlmlg G
fahren haben. Auffallend ist, daB in allen Boden nur wenig typische,
auch in der Nihrlgsung in einzelnen groBen, schleimigen Lagern
wachsende Nostoc-Arten, dafiir aber um so mehr Nostoc oder Anabaena
aus den Formenkreisen Nostoc punctiforme
und Anabaena variabilis aufgefunden wur-
den. Die weitaus meisten Isolierungen aus
allen Béden stellten solche Formen dar.
AuBer Anabaena variabilis konnten be-
sonders typische, groBzellige Anabaena-
Arten nur in den beiden sehr fruchtbaren
Schwarzerden nachgewiesen werden, mx.d
zwar eine Form, die in keiner Weise mit
den bisher beschriebenen Arten vergleich-
Abb.3. Anabaena humicola nov. DA zu sein schien aus dem Boden O und
epec. in molybdinbaltiger, stick-  1ehrere andere aus dem Boden Gu, Geiilers
stofifreier Grundniihrlosung, le-
bend, ungefirbt. Vergr. 380mal.  und Paschers (10) Ansicht von der Artcn-.

armut erdbewohnender Anabaenen — ,,auf
feuchter Erde leben nur wenige (4. variabilis, A. gelatinicola) — ist
jedenfalls fiir besonders fruchtbare Schwarzerden in diesem Umfange
nicht aufrechtzuerhalten.

Fiir die neue, in Abb. 3 dargestellte Anabaena-Art wird folgende
kurze Diagnose gegeben:

T'richome gerade, ohne sichtbare Schleimhiille, parallel in blaugriinen
Striingen wachsend.

Vegetative Zellen, 4,5 ji dick, 2,5 bis 4,5 lang.

Heterocysten, 5,5 bis 6,5 p dick, 5,5 bis 7,5 ;. lang.

Dauerzellen nicht erkennbar.

Die Gattung Cylindrospermum ist offenbar mit einigen wenigen
Arten in jedem einigermaBen fruchtbaren Boden vertreten.

Mit je einer nicht niher untersuchten und auch noch bakterien-
haltigen Nostoc- und Anabaena-Art aus der Guhrauer Schwarzerde
wurde der erste Stickstoffbindungsversuch durchgefiihrt. Es sollte vor
allem gepriift werden, ob eine aus diesem sehr fruchtbaren und den
stickstoffbindenden Balkterien und Nostocaceen offenbar auch sehr zu-
sagenden Boden gewonnene Erdextraktasche das Molybdin in seiner
férdernden Wirkung vielleicht noch iibertreffen wiirde. Die Analysen-
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werte der Tabelle VIII lehren das Gegenteil. Es gibt anscheinend keinen
Aschenbestandteil der Erde, der in der benutzten synthetischen Nihr-
lésung die Entwicklung und Stickstoffbindung der blaugriinen Algen
aus den drei erwiihnten Gattungen stiirker begiinstigen koénnte als
Molybdén.

Tabelle VITI. Wirkung von Erdextraktasche und Molybdan auf

eine bakterienhaltige, artreine Kultur von Anabacna spec. bzw.
Nostoc spec. aus Boden Gu.

2. September bis 9. Oktober 1937.

‘5 mg N in 100 cem

Grundnithrlgsung
‘i Anabaena spec. | Nostoc spec. !
ONe ZUsaTz: s e e e R “ 2:5‘73?5 777‘7 "7‘2.8 3,6
-+ Erdextraktasche Gu . . 3 38 39 3,9 4,1
+0,0001 % NayMoO, -2 H, |l 90 97 | 85 92

Trotzdem wurde auch an den aus Erde isolierten Algen nochmals
untersucht, ob nicht vielleicht Vanadium die Stickstoffbindung stirker
fordert als Molybdan. An der mehr oder weniger dunklen Firbung der
in Abb. 4 dargestellten drei Gattungen Nostoc, Anabaena und Cylindro-
spermum ist zu erkennen, daBihre Entwicklung vorallem durch Molybdéan
gefordert worden ist. Vanadium ist teilweise sogar von schwach
hemmendem EinfluBl gewesen. Nur einige Kulturen, darunter D 1
(IV. calcicola), G6 1 (N. paludosum) und D 8 (C. maius), haben auch auf
die Vanadiumgabe mit etwas stirkerer Entwicklung gegeniiber der
Kontrolle angesprochen.

Im iibrigen ist aus der Abbildung kein Unterschied im Verhalten
der bakterienhaltigen und der absolut reinen Kulturen zu ersehen.
Damit ist zur Geniige bewiesen, daf die Begleitbakterien, deren Unfithig-
keit zur Stickstoffbindung in zuckerhaltiger Nahrlosung schon vor der
Reinziichtung der Algen nachgewiesen werden konnte, auch sym-
biontisch an der Stickstoffbindung der Nostocaceen nicht beteiligt sind.

Schon im Verlauf dieses Versuchs war eine geringere Entwicklungs-
freudigkeit auch in den molybdinhaltigen Nihrlésungen im Vergleich
mit friiheren Kulturen aufgefallen, und zwar verhielten sich hierin
ebenfalls die bakterienfreien Kulturen nicht anders als die bakterien-
haltigen. Deshalb wurde die Nihrlgsung abermals verschiedentlich ab-
geéindert, um auf diese Weise vielleicht doch noch ein Nahrmedium zu
finden, das dem natiirlichen Standort mehr entsprach. Zunichst wurde
in Anlehnung an die mit Azotobacter gesammelten Erfahrungen (6) ein
Zusatz von Wolframat, Silikat oder Agar zur Nihrlésung in seiner
Wirkung auf die Entwicklung der Algen gepriift. Agar, zusitzlich zu
Molybdin gegeben, hatte die Stickstoffbindung von Azotobacter besonders

Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 11. 12
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dann geférdert, wenn die Bakterien unter dem EinfluB ungiinstiger
Wetterverhiltnisse standen. Solche Wettereinfliisse konnten auch bei
den Algen vorliegen. Jedoch blieb den Versuchen, die sich von November
1938 bis Mai 1939 hinzogen, diesmal der Erfolg versagt. SchlieBlich
wurden den Nihrlésungen auch noch eine Spur Jodkalium und 10 %
unveraschter Erdextrakt zugefiigt. Aber auch das énderte nichts.

Abb. 4. Fordernder EinfluB des Molybdans auf absolut reine und bakterienhaltige Kulturen
der Gattungen Nostoe, Anabaena und Cylindrospermum.
Reihenfolge der Arten in zwei Siiulen von oben nach unten:

Gu 10, rein (A. variabilis), Gu 2, rein (N. punctiforme),
Gu 12 (A. variabilis), R 2, rein (N. punctiforme),
0 3, rein (4. humicola), Gu 16 (4. Hallensis),
0 2, rein (A. variabilis), Go 1, rein (N. paludosum),

D 2 (N. punctiforme), D 8, rein (C.maius),

Dl (N. caleicola), Gu 6 (N. punctiforme),
D 6, rein (A. varabilis), O 4, rein (C. lickeniforme),
R 1 (N. punctiforme), Gu 13, rein (A. eylindrica),
GO 4, rein (C. lickeniforme), O 1, rein (4. variabilis).

Jeweils von links nach rechts: Ohne Zusatz, + V, + Mo. 7. Oktober bis 7. November 1938.

Etwas besser entwickelten sich die Algen wieder, nachdem die Kul-
turen nicht mehr wie bisher in Nihrlgsung ohne Molybdatzusatz fort-
geéuchtet wurden, sondern in diese Reihe Ende Mai 1939 Nihrlésung
mit 0,001% Natriummolybdat eingeschaltet wurde. Schon die Ab-
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impfungen hiervon in abermals molybdinhaltige Losung wuchsen etwas
kraftiger als entsprechende Kulturen, die aus molybdéanfreier Losung
beimpft worden waren. Die ausschlieBliche Ziichtung der Stammkulturen
in molybdénhaltiger Nihrlésung hatte allerdings den Nachteil, daBl die
fiir die Versuche benutzten Ausgangskulturen kein molybdinarmes
Impfmaterial lieferten. Dasist an dem verhiltnismiBig hohen Stickstoff-
gewinn in den Kontroll-Néahrlgsungen des folgenden Versuchs in Ta-
belle IX zu erkennen der die Frage beantworten sollte, ob unveraschter
Erdextrakt, neben Molybdat verabreicht, die Stickstoffbindung etwa
noch weiter férdern wiirde.

T nhelk IX. Wirkung von Molybdianund Erdextrakt auf Nostocaccen.
10. Juni bis 9. August 1939.

H mg N in 100 cem
\I | >

Grundniihrlosung Gu 14 D8
(\ caleicola) | (4. mrmb:lw} (. torulosa) (C. maius)
rein rein

0| 83 85 | 106 99 | 83 90

Ohne Vlusa.tz 9 12,
,0 16,0 | 11,9 12,6 14,7 21,6*| 9,9 12,0

-+ 0,001 9, NuuMo
+ 0,001 9, Na,MoO, -
+ Erdextrakt ........... 16,7 16,2 | 13,6 14,1 | 13,7 14,8 | 10,4 10,8
* Der hohe Wert fiir die eine Kultur von A. torulosa in molybdiinhaltiger Losung bildet

eine nicht erkliirbare Ausnahme.

Unter Beriicksichtigung der Tatsache, da der Erdextrakt selbst
etwas Stickstoff enthilt, muBl aus den Analysen gefolgert werden, dafBl
er die eindeutig fordernde Wirkung des Molybddns nicht zu steigern
vermag. Im ganzen gesehen, wurde auch in dieser verhiltnismifBig
langen Versuchszeit von 8 Wochen wenig Stickstoff gebundenl. Da
aullerdem die Kontrollkulturen ohne Molybdiinzusatz verhiltnismiBig
viel Stickstoff gebunden hatten, also wahrscheinlich mit den ein-
geimpften Algen aus molybdinhaltiger Kultur auch reichliche Mengen
dieses Spurenelements {ibernommen worden waren, wurden die Stamm-
kulturen kiinftig wieder in der unverénderten Grundnéhrlésung gezogen.

Wenn das Nachlassen in der Entwicklungsfreudigkeit der Algen,
die im Sommer 1939 wieder etwas grofler war, iiberhaupt allein auf eine
Schwichung der Stickstoffbindung zuriickzufiihren war, dann hitte sich
dieser Mangel durch eine geringe Gabe gebundenen Stickstoffs aus-
gleichen lassen miissen. In einem Versuch mit sieben verschiedenen
Arten wurde diese Frage nochmals gepriift. Es ergab sich aber, da8 sie
alle durch die Nitratgabe ebenso wenig wie durch Erdextrakt in ihrer
Entwicklung iiber das von Molybdin allein schon bewirkte Maf} hinaus

! Der hohe Wert fiir die eine Kultur von A. torulosa in molybdiin-
haltiger Loésung bildet eine nicht erklirbare Ausnahme.

12*
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gefordert wurden. Die Stickstoffwerte in Tabelle X liegen in den anfa.l'ngs
nitrathaltigen Losungen durchschnittlich nicht hoher alsin den ursprung:
lich stickstofffreien, molybdénhaltigen Losungen. Die seit Ende 1938
beobachtete Depression im Algenwachstum konnte also nicht durch
Stickstoffmangel hervorgerufen sein.

- . itrat-
Tabelle X. W irkung von Molybdin, Erdextrakt und Nitr
stickstoff auf Nostocaceen.
15. August bis 15. September 1939.
mg N in 100 ccm der Niihrlosung
T | 40,0010
Bezeichnung | +0.00190 Na, Mo Oy
der Algenkulturen A | R Na,MoO, | -3H,0,
Zusatz | Aﬂ‘-_;HOO‘ -2H, | 40,0490
¥ + Erdextrakt | v

D1 (N. calcicola) .. ... 49 48 | 1,7 7 70 %1
R1 (N, 7)71716[1./()]?"18) £ 3,9 3;8 | G:9 7’§ 74 6,7
D6 (. variabilis) rein . | 311 34 | 53 65 62 7.0
G‘“ 6 (N, punctiforme) . 63 53 | 7.8 81 69 7.1
Gu 16 (A. Hallensis) rein | 45 50 | 7.3 7.6 652 14
03 (4. humicola) rein . 52 68 | 84 85 7.6 83
B8 a maius) rein ... || 4,9 5,3 6,9 69 l 63 T4

Das Néchstliegende, was danach noch als Ursache in Frage kam,
war eine mangelhafte Kohlenstoffversorgung. Zwar mochte ungiinstiges
Wetter mitgewirkt haben, aber das konnte nicht die alleinige Ursache

Abb. 5. Fordernder EinfluB einer Durchgasung mit Bodenluft auf O3 (A. kumicola) rein,
hintere Reihe, und Gu 6 (. punctiforme), vordere Reihe.

Von links nach rechts abwechselnd + und — Mo. 4. Oktober bis 1. November 1939.

sein. Allison und Mitarbeiter (2) haben schon den fordernden Einfluf3
einer Durchliiftung auf die Algenkulturen festgestellt. So war die Még-
lichkeit gegeben, daf im vorliegenden Falle vielleicht die Kohlensiure-
Assimilation, vielleicht aber auch die Sauerstoff-Versorgung der Algen
infolge mangelhafter Liiftung gehemmt war.
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Um die kiinstliche Liiftung der Algenkulturen den natiirlichen
Standortsbedingungen méglichst anzupassen, wurde die Luft von einer
Kleinmotorpumpe zuerst durch eine Waschflasche mit Wasser, dann
durch eine solche mit Mistbeeterde und anschlieBend durch sterile
Wattefilter in die Nihrlésungen der Kulturkdlbchen gedriickt, wie
aus Abb. 5 zu entnehmen ist. Schon nach 10 Tagen entwickelten sich
die auf diese Weise geliifteten Kulturen deutlich besser als die nicht
mit Bodenluft durchgasten Vergleichskulturen, insbesondere wurde die
férdernde Wirkung des Molybdéns durch die Liiftung noch verstiarkt.
Dieser aus dem duBleren Erscheinungsbild der Kulturen abgeleitete
Befund konnte durch die in Tabelle XI beigefiigten Stickstoffanalysen
bestitigt werden, obwohl die Unterschiede zwischen den Parallel-
kulturen teilweise sehr groB sind.

Tabelle XI. EinfluB einer Durchgasung mit Bodenluft
auf Nostocaceen.

4. Oktober bis 1. November 1939.

mg N in 100 cem

Grundnithrlésung Gu 7 | 03
(N. punctiforme) | (A. humicola) rein

OBne)ZDBATZI, vies 1o s oie siorta Slore e lotoisio el ot ‘

29 38 24 924
+ 0,001 9% Na,MoO,-2H,0 . = 63 556 42 49
Ohne Zusatz, geliftet ............... Sl el es 25 2,1
+ 0,001 9% NayMoO, - 2H,0, geliftet .... | 120 88 97 88

Da Allison und Mitarbeiter (2) schon festgestellt hatten, da ihre
Nostocaceen am besten gediehen, wenn sie mit einer an Kohlensiure
etwas reicheren Luft versorgt wurden, so war auch im Falle des hier
erwihnten Versuchs anzunehmen, dafl die Bodenluft wegen ihres er-
héhten Kohlensiuregehalts den Algen besonders zugesagt hatte. Um
diese Frage zu beantworten, wurde am 18. November 1939 ein weiterer
Versuch mit 4. humicola in Reinkultur ausgefiihrt, wobei ein Gemisch
von etwa 1 Teil gewaschener aus Marmor und Salzsiure dargestellter
Kohlensiure und etwa 20 Teilen Luft! die Erlenmeyerkslbchen durch-
stromte.

Am 7. Dezember wurde die Durchliiftung eingestellt, da bis zu
diesem Tage eine deutliche Hemmung der mit dem Gasgemisch ver-
sorgten Kulturen im Vergleich mit den nicht geliifteten festgestellt wurde.
In den geliifteten molybdinfreien Losungen war die Alge sogar vollig
verschwunden. Der Kohlensiuregehalt der Luft war offensichtlich zu
hoch gewesen und hatte auf die molybdinfreien Kulturen tédlich ge-

! Diese Mischung hat Pirson (21) mit bestem Erfolg bei seinen Unter-
suchungen an Chlorella verwandt.
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wirkt. Bezeichnenderweise war diese Wirkung durch Molybdin s; ‘;;(;:
abgeschwicht worden, daB die eingeimpften Algen wenigstens am ](;d"n
blieben und sich sogar noch etwas vermehren konnten. Da Moly. nl'ah
die Assimilation des Luftstickstoffs fordert, vermochte es wahrschel I;c
durch Beschleunigung der EiweiBsynthese, also Bindung d?s SrOSTE
Kohlenstoffiiberschusses, die Kohlensaurevergiftung zu verhinderz.

Klarer war diese Eigenschaft des Molybdins in der Folgezeit zu
erkennen, als die Kulturen keine zusitzliche Kohlenséiure mehr erhlelterz
die Nihrlssungen in den geliifteten Kolbchen aber mit diesem Gas 1€
angereichert waren. Jetzt entwickelte sich hier die Alge in den mo]ybdal]l-
haltigen Losungen sehr viel kriftiger als in den entsprechenden ehemabs
ungeliifteten K6lbchen. Nur in den durchgasten Losungen ohne MOIY 3
dénzusatz blieb jede Entwicklung aus, da, wie bereits erwahnt, die emn-
geimpften Algen unter dem zu hohen Kohlensiuredruck abgeswrben
waren. Am 3. Januar 1940 wurden die Kulturen folgendermalfien begut-
achtet (Tabelle XTI):

Tabelle XII. EinfluB einer Durchgasung mit kohlensaurereicher
Luft auf Anabaena humicola.
18. November 1939 bis 3. Januar 1940.

Grundnihrlssung Al T Gr ihrld Amé““'“’”“"“
Nicht geliiftet ... .. ﬂ Geliiftet ........... 0
» » +Mo| i E Mot XX XX
0 = Lésungen algenfrei, X = sehr schwach, chlorotisch, x X = schwach,

blaugriin, X X X X = sehr stark, dunkel blaugriin.

Wenn die Kulturen also tiiberhaupt durch kohlensiurereiche Luft
gefordert werden sollen, dann darf der Kohlensiuredruck auf keinen Fall
sehr weit {iber dem durchschnittlichen Wert der atmospharischen Luft
liegen. Allison, Hoover und Morris (2) haben als giinstigstes Gemisch
eine Luft mit 19, Kohlensiiure verwendet. Demnach liegt die optimale

Tabelle XIII. EinfluB einer Beliiftung mit Gewiichshausluft und
mit Bodenluft auf Anabaena torulosa.

17. Januar bis 16. Februar 1940.

Grundniihrlésung ’} mg N in 100 cem
Ohne; Zusats . s 5o s e, e e s 3o BIOMERT,
+ 0,001 % NayMoO,-2H0 ....couvnnn... . 60 62
Ohne Zusatz, beliiftet mit Gewichshausluft ............... 46 5,9*%
+ 0,001 % Na,MoO,-2H,0, beliftet mit Gewachshausluft | 11,1 11,2
Ohne Zusatz, beliiftet mit Bodenluft «.................... ‘ 8 4,3
+ 0,001 9% Na,MoO,-2H,0, beliiftet mit Bodenluft ...... ;32,9

* In diesen Kolben war infolge Stérung der Pumpe verunreinigtes Wasser eingedrungen
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Kohlensiurekonzentration fiir Nostocaceen niedriger als fiir die Griinalge
Chlorella (21). Ein Versuch mit der Alge Gu 14 (Anabaena,. lor'ulo‘*‘m)
zeigte dementsprechend, daB die Luft des Gewichshauses mit der 1m
Versuch der Tabelle XI verwendeten Bodenluft annihernd glcich\\'(irtlé'
war (Tabelle XIII). Der Versuch wurde im iibrigen genau so aus{;efuh!"v
wie in Abb. 5 angegeben, unter Fortlassung einer der beiden mit Erde
gefiillten Flaschen.

Danach steht fest, daBl Nostocaceen bei ausreichender \'ersorg}lllg
mit Wasser, mineralischen Nihrstoffen einschlieBlich Molybdan, LfCht
und Luft betrichtliche Mengen Stickstoff zu binden imstande sind.
Unter Ausnutzung der Energie des Sonnenlichtes bilden sie also or-
ganische Substanz unter ausschlieBlicher Verwendung der Luft als
Kohlenstoff- und zugleich als Stickstoffquelle.

III. Symbiontische Nostocaceen (Anabaena azollae).

Gleichzeitig mit den vorstehend geschilderten Untersuchungen an
frei im Boden und Wasser lebenden Nostocaceen sollte auch die von
Azolla beherbergte Anabaena auf stickstoffbindende Fihigkeit und
Molybdiinbediirftigkeit untersucht werden. Zwar war schon von vorn-
herein in Analogie zu den stickstoffbindenden Bakterien anzunehmen,
daf} auch die in héheren Pflanzen vorkommenden blaugriinen Algen den
Luftstickstoff fixieren und dementsprechend diese Lebensgemeinschaften
auch durch Molybdin in ihrer Entwicklung geférdert wiirden. Jedoch
sind einige Autoren anderer Meinung gewesen, und die Frage, ob sich
diese Lebensgemeinschaften stickstoffautotroph ernihren kénnen oder
nicht, ist bis heute nicht endgiiltig entschieden worden.

Zuerst haben Oes (20) und gleichzeitig Mameli und Polacci (17) fest-
gestellt, daBl die anabaenahaltige Azolla Stickstoff binde, und daB hierfiir
sehr wahrscheinlich die Anabaena verantwortlich zu machen sei. Pringsheim
(22) hat dann aber diese Auffassung nicht bestiitigt. Er konnte weder bei
Anabaena azollae noch bei Anabaena cycadeae oder dem endophytischen Nostoc
punctiforme Stickstoffbindung nachweisen. Was diese Nostoc-Art betrifft, so
hat Harder (13) ein Jahr spiiter sogar die Ansicht vertreten, daf die Alge ein
»fakultativer Parasit* und das Zusammenleben mit Gunnera eine ,,harmlose
Erkrankung‘* derselben sei. Winter (31) gelangte aber zu einer anderen
Auffassung. Er konnte mit Reinkulturen von den Nostocaceen aus Gunnera
und Cycas bei kohlenstoffheterotropher Ernihrung der Algen Stickstoff-
gewinne erzielen, die allerdings nur gering waren. Die endophytische
Lebensweise der Blaualgen wurde nicht als Parasitismus, sondern als Sym-
biose hezeichnet. Auch Molisch (19) hat gezeigt, daB Nostoc sphaericum in
den Atemhohlen der Lebermoose Blasia pusilla und Cavicularia densa den
Luftstickstoff assimiliert. Andererseits sind aber Huncke (15) und Wilde-
mann (29) wieder zu der Uberzeugung gekommen, daf der Wasserfarn
Azolla und sein Symbiont Anabaena zwar mit sehr wenig Stickstoff leben,
aber die ,,Azollen trotz Symbiose mit Anabaena auf stickstofffreiem Niihr-
boden nicht normal gedeihen konnen‘. Stickstoffbindung wurde nicht
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nachgewiesen, und das Zusammenleben der Alge mit dem Farn wird darum
zum Teil immer noch als reiner Raumparasitismus aufgefaft [Huneke (15),
Wildemann (29), Geitler und Pascher (10)].

Nachdem die Bedeutung des Molybdiins fiic die biologische Stick-
stoffbindung erkannt worden war, schien jedoch auch hier die Moglich-
keit gegeben, daB in all den Fillen, in denen keine Stickstoffbindung
festgestellt werden konnte, die verwendeten Nihrmedien nicht geniigend
Molybdén enthielten.

‘Um zunichst im Falle Azolla eine Klarung herbeizufiihren, wurden
einige Pflanzen von Azolla caroliniana aus einem Wasserbecken des Bo-
tanischen Gartens in Berlin-Dahlem entnommen, in 750 ccm fassende
Erlenmeyerkolben auf je 200 cem Grundnihrlésung, zum Teil mit ver-
schiedenen Zusitzen, verpflanzt und im Gewachshaus weiter geziichtet.
Die abgeiinderten Grundnithrlésungen enthielten teils 0,001 % Na,MoO,
- 2H,0, teils 0,0005% Na,WO,-2H,0 und teils 0,000025% NaVO,
-4H,0. Die Besetzung der Losungen mit je einem kleinen Pflinzchen
erfolgte am 13. August 1936. Am 7. November 1936 wurden die Nahr-
lésungen erneuert unter Verwendung von nur 0,0001 %, Na,Mo 0,:2H,0,
0,00005% Na,WO,-2H,0 bzw. 0,00001% NaVO,-4H,0. Denn bis
dahin hatten sich die Kontrollpflanzen auf der Grundnihrlésung ohne
Zusatz fast noch besser entwickelt als die Pflanzen auf molybdan-,
vanadium- oder wolframhaltiger Losung. Wolfram hatte die Azollen sogar
ungi‘mstig beeinfluBt. Am 7. Januar 1937 waren in dieser Lésung dic
meisten Pflanzen bereits abgestorben, weshalb vorlaufig nur die Wirkung
von Molybdén und Vanadium untersucht wurde.

Die am 2. Februar 1937 nach Kjeldahl ermittelten Stickstoff-
gehalte (Tabelle XIV) deuten zweifellos auf Stickstoffbindung und
berechtigen trotz der geringen Unterschiede zu der Annahme, daf
Vanadium und noch mehr Molybdin die Aufnahme des elementaren
Stickstoffs geférdert haben. Denn ebenso wie bei den frei lebenden
Nostocaceen. mufite auch hier beriicksichtigt werden, daB die erst vor
kurzem ihrem natiirlichen Standort, einem schlammigen Wasser, ent-
nommenen Impfpflanzen wahrscheinlich noch reichlich Molybdin oder
dhnlich wirkende Spurenelemente enthalten hatten, und daB deshalb
die Molybdin- und Vanadiumgaben die Entwicklung nicht noch mehr
fordern konnten.

Tabelle XIV. Wirkung von Vanadium und Molybdin auf
anabaenahaltige dzolla.

13. August 1936 bis 2. Februar 1937.

Ml

mg N in der Grundnihrlgsung mg N in der

Grundniihrlésung gesamten Kultur

Frisch beimpft (Kon- |
trolle) S e 0
6

VAR g 0
2L Mor i Rl 10,1
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. . . Vel
Darum wurde ein zweiter Versuch aus dem ersten in folgender Weise
beimpft: Je ein sehr kleines aber griines Pflinzchen wurde am 7. Januar
1937 iibertragen

aus einer Grundnihrlésung (—) in eine ebensolche (— —), >
o > oy (—) in eine vanadiumhaltige Loésung (=M
3 (—) in eine molybdinhaltige Losung (’—f“o)'
s »  vanadiumhaltigen Losung (V) in eine Grundnihrlgsung vV —)v
» ” -+ (V) in eine vanadiumhaltige Lo-
sung (VV),
» . molyhdinhaltigen Lésung (Mo) in eine Grundniihrlésung (Mo—),
i ,, A (Mo) in eine molybdinhaltige Losung
(MoMo).

Die Molybdat- und Vanadatkonzentrationen waren diesmal
0,00005 bzw 0,00001%. Am 30. Mirz 1937 wurden die Kulturen
folgendermafen begutachtet:

— —: Wenig Azolla, stark chlorotisch.
—V: Etwas mehr Azolla, stark chlorotisch, bliulich griiner Algenrasen
am Glas.
—Mo: Noch mehr Azolla, aber auch chlorotisch. Bliulich griiner Algen-
rasen am Glas.
V —: Viel Azolla, griin, in der Nahrlosung etwas Anabaena.
VV: Weniger Azolla, griin, viel Anabaena in der Nihrlosung.
Mo —: Wenig Azolla, griin, sehr viel Anabaena in der Nithrlosung.
MoMo: Azolla tot his auf 1 bis 3 sehr kleine Pflinzchen, sehr viel Anabacna
in der Nihrl6sung.

Die Kulturen Mo— und noch mehr MoMo erweckten den Eindruck,
als seien die Azollen von den sehr dichten Anabaena-Watten erstickt
worden. Denn die wenigen Pflanzen, die sich hatten entwickeln konnen,
waren griin und sahen auch im iibrigen gesund aus. Die reichliche Ver-
sorgung mit Vanadium und Molybdin hatte also die Alge so sehr in
ihrem Wachstum begiinstigt, daB sie der Azolla den Lebensraum streitig
machen konnte. Beim mikroskopischen Vergleich dieser Anabaena mit
der in den Blatthohlen der 4zolla lebenden ergaben sich keine nennens-
werten Unterschiede, so dafl die Vermutung auftauchte, beide seien
miteinander identisch, Anabaena azollae sei also aus den Blatthshlen in
die molybdén- oder vanadiumhaltigen Niihrlgsungen hineingewachsen.

Das konnte auch deshalb angenommen werden, weil die duBerlich
algenfreien, aber trotzdem nur sehr schwach entwickelten und chlorotisch
gefirbten Kulturen ——, —V, und — Mo ausschlieBlich aus Pflanzen
bestanden, die auch in den Blatthohlen keine Anabaena enthielten.
Vielleicht hatte deshalb keine freie Entwicklung von Anabaena statt-
finden konnen, obwohl in einem Teil der beimpften Lésungen geniigende
Mengen des fordernden Spurenelements Molybdin zur Verfiigung
standen.
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Das Fehlen eines solchen listigen Konkurrenten in der Nahrlgsung
hiitte eigentlich die Entwicklung der Azollen mehr férdern miissen.
Zumindest hitten sie auf der molybdanhaltigen Losung kraftig wachsen
miissen, wenn sie selbst den Stickstoff zu binden in der Lage wéren.
Jedoch wies die chlorotische Farbe der Pflanzen auf Stickstoffmangel
hin. Sie waren aus Impfpflanzen hervorgegangen, die auf molybdén-
freier Grundnihrlésung gewachsen waren und hatten, wie spiter noch
wiederholt bestiitigt werden konnte, ihren Symbionten infolge Mangels
an Molybdén verloren. Da Huneke (15) und Wildemann (29) anabaena-
freie Azollen besonders leicht in Stickstoff-Hungerkulturen erhielten,
ist die Wirkung des Molybdins auf die Azolla-Anabaena-Gemeinschaft
dhnlich derjenigen des Stickstoffs. Abimpfungen von den chlorotischen,
vollig anabaenafreien Kulturen auf Grundnihrlgsung mit 0,0001 9%,
Molybdat und zum Teil auch mit 0,059, Natriumnitrat ergriinten auf
den nitrathaltigen Losungen und entwickelten sich hier normal, wihrend
sie auf den nitratfreien Losungen sehr bald véllig eingingen, ohne sich
nennenswert vermehrt zu haben. Hieraus kann geschlossen werden,
daBl ausschlieBlich Anabaena azollae und nicht Azolla selbst zur Stick-
stoffbindung befihigt ist.

Da Anabaena aus den Azollen in stickstofffreier Losung nur dann
leicht, verschwindet, wenn gleichzeitig Molybdiin fehlt, so muB dieses
Element fiir die Stickstoffbindung der Anabaena notwendig sein. Welchen
Schutz das Molybdén fiir eine stickstoffbindende Alge bei erhéhtem
Kohlensiuredruck darstellen kann, wurde oben gezeigt. Ks ist nahe-
liegend, auch fiir den natiirlichen Lebensraum der Anabaena in den
Blatthshlen der Azolla wenigstens zeitweilig hoheren als den atmo-
sphirischen Kohlensauredruck anzunehmen. Das von Huneke (15) beob-
achtete Absterben der Anabaena in den stickstofffrei gezogenen Azollen
besagt also nicht, wie diese folgerte, daB die Algen ,keine Stickstoff-
lieferanten fiir Azolla sein konnen*‘. Vielmehr konnte Anabaena den
Stickstoff nicht binden, weil ihre Nihrlsung kein Molybdén enthielt.
Die Algen sterben in den Blattern auf molybdanfreier Losung vielleicht
nur deshalb ab, weil sie von Azolla zunichst noch mit Kohlensiure sehr
reichlich versorgt werden.

Wie aus den Ergebnissen der Versuche mit den frei lebenden Nosto-
caceen gefolgert werden muf}, haben die blaugriinen Algenrasen in —V
und — Mo Stickstoff gebunden, von dem auch die Azollen vermutlich
geringe Spuren geliefert bekommen haben. So ist wahrscheinlich die
unbedeutende Wachstumsférderung der Azollen in diesen Losungen zu
erkliren.

Um zu priifen, ob die in V—, VV, Mo— und MoMo auferhalb des
Wasserfarns so kriftig entwickelte Anabaena tatsichlich mit Anabaena

azollae identisch wire, wurde die freilebende Form durch mehrfaches
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Uberimpfen auf festen Nihrboden, bestehend aus Grundnihrlgsung mit
0,0001 %, Molybdat und 29, Agar artrein geziichtet und dann in ver-
schiedener Weise in verschiedenen Nihrlgsungen mit anabaenafreien
Azollen in Berithrung gebracht. Eine Neuinfektion derselben erfolgte
jedoch ebenso wie in Hunekes und Wildemanns Versuchen in keinem
einzigen Falle, so dafl die in der Nihrlésung angewachsene Anabaena
trotz weitgehender morphologischer Ubereinstimmlmg mit der von der
Azolla in ihren Blittern beherbergten Form méglicherweise doch eine
andere Art oder Varietat darstellte, die dem Wasserfarn nur dufBerlich
angehaftet hatte.

Bevor dieser Frage weiter nachgegangen wurde, schien es an-
gebracht, die Wirkung des Molybdins auf Azolla unter mehr natiirlichen
Verhaltnissen zu untersuchen. Es galt erstens festzustellen, welche
Molybdénkonzentration die Entwicklung der Azolla in stickstofffreier
Nihrlosung bei moglichst guter Liiftung am stirksten forderte, und
zweitens wie sich die Pflanzen bei Anwesenheit der auch am natiirlichen
Standort im Teichwasser vorhandenen Kleinkrebse verhalten wiirden.
Fiir diese bilden die Nostocaceen einen wesentlichen Bestandteil der
Nahrung, so daB es vielleicht mit Hilfe einiger dieser Tiere moglich war,
cin Uberhandnehmen blaugriiner Algen in der Nihrlgsung zu verhindern.

Kultiviert wurde in 200 cem fassenden Kalischalen aus Jenaer Gerite-
glas Nr. 20 in jeweils 150 cem Grundnahrlosung, zum Teil mit Zusitzen
wvon 0,15 p, 15 y oder 1,56 mg Na,MoO, - 2 H,O je Schale. In eine von den
Jeweils 2 Schalen wurden 4 Ostracoden und 4 Daphnien ausgesetzt. Die Be-
impfung erfolgte dann gleichmiiBig mit je einem kleinen griinen, anabaena-
haltigen Pflinzchen einer Kultur, die nach der oben erliuterten Beschrif-
tungsweise mit Mo — — bezeichnet war. Diese Kultur machte im ganzen
einen chlorotischen Eindruck.

Das Ergebnis des Versuchs in Tabelle XV lehrt, daB erstens die
giinstigste Molybdinkonzentration etwas niedriger liegt als bei den

Tabelle XV.  Wirkung von Kleinkrebsen und verschiedenen
Molybdinkonzentrationen auf Azolla.

13. heplemhel bis 27. Oktober 1937.

ﬂ mg N in
Grundnithrlésung If
;Niihrlosung! Azolla | Gesamtkultur

I‘nsch beimpft (Kontrollc) o |

= lan s 0,1

Ohne Zusatz ........... E R 3,0
+ Kleinkrebse .............. LolSroleie ool 3,6
+ 0,000 0001 9% NagMoO, -2 H,y0 «oovoroers 43 | 05 18
+0,000000 1 % NayMoO, -2 H, O + Kleinkrebse | 04 | 71 75
- 0,000 01 9% Na,MoO,-2H O .............. Il 4,3 8k Y 5,6

+0,00001 % Na,MoO, -2 H,0 -+ Kleinkrebso . | 0.5 | 7.9 8,4
+ 0,001 % NagMo Oy 2 Hy O vov'vnrnrnnrns IEag i l 5.0
+ 0,001 % Na,Mo O, 2 H,O + Kleinkrebse ... | 0,5 2% ‘etwa 7,0

* Bel der Analyse verungliickt.
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frei lebenden Nostocaceen, nimlich etwa zwischen 0,00001 und 0,0001 o/
Na,MoO, -2 H,0, und zweitens unter dem EinfluB der Kleinkrebse
die Stickstoffbindung der Azollen mit ihrer symbiontischen Anabacna
noch weiter geférdert wird auf Kosten einer Nostocaceen-Entwicklung
in der Nihrlésung. Dabei ist der Stickstoffgewinn durch die Azolla-
Anabaena-Symbiose bei Gegenwart der Kleinkrebse absolut grofer als
durch die in der Losung wachsenden Nostocaceen mit der schwicher ent-
wickelten Azolla. Daf die Kleinkrebse die freie Entfaltung der Azolla
und dadurch einen grofleren Stickstoffgewinn erméglicht haben, ist aus

Abb. 6. EinfluB von Kleinkrebs
Obere Reihe ohne, untere mit K
+ 0,00000019% Na.MoO, -2 H,(

+2 H,0.

1 und steigenden Molybdiingaben auf Azolla.

sen, jeweils von links nach rechts: Ohne Zusatz;
0,000019% Na.;MoO,:2H,0; + 0,001% NasMoO,

3. September bis 27. Oktober 1987.

Abb. 6 deutlich zu ersehen. Wahrscheinlich ist auBerdem der Stickstoff
der von den Tieren gefressenen Nostocaceen auf dem Umweg iiber die
tierischen Exkremente und unter bakteriellem EinfluB mineralisiert und
so den Azollen verfiighbar geworden. Wie spiter noch gezeigt werden
wird, wirkt eine kleine Stickstoffgabe fordernd auf die Stickstoffbindung
der Azolla-Anabaena-Symbiose.

Um nun Azolla kiinftig auch ohne Mithilfe von Kleintieren von im
Wasser wachsenden Blaualgen unbehelligt kultivieren zu kénnen, wurde
am 3. November 1937 jeweils eine kriftige Pflanze im Reagensglas
in 50- bis 709%igem Alkohol eine bis mehrere Sekunden lang ge-
schiittelt, dann in sterile molybdinhaltige Grundnéhrlgsung iibertragen,
wo sie entweder so belassen oder mit einem abgeflammten Platinspatel
zerdriickt wurde. Auf die Weise gelangte die Alge aus den Blatthohlen
in die Nihrlgsung.
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Von simtlichen so angelegten Réhrchenkulturen sind nur zwei
sterilisierte 4zo/la-Pflanzen lebendig geblieben und haben sich vermehrt.
Sie wurden am 6. Dezember 1937 in je 100 cem sterilel molybdinhaltige
Grundnihrlosung in 300 cem fassenden Erlenmeyerkolben iibertragen.
In den mit zerdriickten Pflanzen beimpften Rohrchen haben sich auch
nach Monaten keine Algen entwickelt.

Am 26. Februar 1938 konnte mit den sterilisierten Azollen ein
vorlaufiger Versuch durchgefiihrt werden, der in erster Linie zeigen
sollte, wie sich die bis dahin mit Molybdin versorgten Pflanzen auf
einfacher und auf molybdin-, vanadium- oder wolframhaltiger Grund-
nithrlgsung entwickeln wiirden.

Dem schon erwihnten ausgepriagten Speicherungsvermdgen der
Azolla fiir Molybdén entsprechend sind die Unterschiede in Entwicklung
und Stickstoffbindung kaum bemerkbar (Tabelle XVI). Eine fordernde
Wirkung kann hochstens Molybdin und Wolfram in ganz bescheidenem
MaBe zuerkannt werden.

Tabelle XVI. Wirkung von Molybdan, Vanadium und Wolfram
auf duBerlich algenfreie Azollen.
26. Februar bis 28. April 1938.

Grundnihrlosung

OhnelZusatz et s i o e 2,1
- 0,000 001 9% NaVO;-4H,0.. 2,4
-+ 0,00001 9% NaWO,-2H,0 3,3
<+ 0,000 01 9;, Na,MoO,-2 i 3,3
Filter* + Impfpflanze ................ | 0,1

* Hier wie bei den folgenden Versuchen wurden die Pflanzen von der Nihrlosung abfiltriert
und im Falle, daB diese Nitrat enthielt, griindlich mit destilliertem Wasser gewaschen und dann
mitsamt dem Filter aufgeschlossen.

Im Gegensatz zu den Feststellungen bei fritheren Versuchen mit
nicht sterilisierter 4zolla war wihrend der ganzen Versuchszeit in keinem
der Kulturkolben eine freie Entwicklung der Algen zu sehen. Auch in den
noch folgenden Versuchen blieben die Nihrlgsungen stets algenfrei.
Daraus muf} abermals geschlossen werden, daB die oben genannte, durch
Molybdin und Vanadium in ihrer Vermehrung so auffillig geforderte
Anabaena doch nicht identisch war mit Anabaena azollae. Hierfiir
spricht ferner die Tatsache, daf3 auch zahllose weitere Bemiihungen ver-
schiedener Art, diese Anabaena auBerhalb der Blatthohlen des Wasser-
farns in einer Nihrlgsung zu kultivieren, erfolglos blieben. Nicht nur

! Hier und bei allen folgenden Versuchen wurden nur noch im Auto-
klaven bei 120°C sterilisierte Nihrlosungen in 300 cem fassenden Erlen-
meyerkolben verwendet.
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durch Zerdriicken der Pflanzen in Néhrlgsung, sondern auch durch
Herauspraparieren der Algen in makroskopisch erkennbarer Menge
und Ubertragung derselben in verschiedene Nihrlosungen wurde an das
von anderen Autoren offenbar miihelos erreichte Ziel zu gelangen
versucht. Hierzu wurden auBer der Grundnihrlsung mit und ohne
Molybdin oder Calciumnitrat auch noch Beijerincksche Losung, be-
stehend aus Leitungswasser und Dikaliumphosphat, sowie diese mit
Mf"ybdﬁnzusatz verwendet. Die 100 cem fassenden Erlenmeyerkolben
’f“t 20 cem Nihrlgsung standen teils in diffusem Tageslicht und Sonnen-
licht unter Olpapier, teils auch in einer griin gefiarbten TFliissigkeit bis
zum Hals eingetaucht, um so die Farbe des Blattgriins zu ersetzen.
Jedoch waren alle diese MaBnahmen vergeblich. Auch nach 3 Monaten
War noch keine Spur von Algenentwicklung zu erkennen. Vielmehr war
sogar das eingeimpfte Material véllig verschwunden. Das ist um so ver-
Wunderlicher, als die Isolierung symbiontischer Blaualgen anderen
Untersuchern wiederholt gelungen ist.

_ So hat Molisch (19) Nostoc sphaericum aus Lebermoosen isolieren
kénnen, Harder (13) und Pringsheim (22) ziichteten Nostoc punctiforme
und dnabaena cycadeae aus Gunnera-Rhizomen bzw. aus Zycas-“’urz(‘]“v
“nfl der letztere Autor hat auBerdem ebenso wie Huneke (15) und
Wildemann (29) Anabaena azollae, wenn auch teilweise aus einer anderen
Azolla-Art, auBerhalb des Farns kultiviert. Warum mir das gleiche mit
A.)mba,ena aus Azolla caroliniana nicht gelungen ist, vermag ich mit
Sicherheit nicht zu sagen. Allerdings hat Pringsheim die Azollen vor
dem Herauspriiparieren der Algen nicht duBerlich sterilisiert, und
HW‘l'eke und Wildemann haben dies zwar getan, jedoch vielleicht nicht
gentigend, indem sie die Pflanzen ,,durch Alkohol gezogen‘* haben, ,,um
die auBen anhingenden Algen moglichst abzutéten*. Wenn sie in einer
groflen Zahl von Isolierungsversuchen immer dieselbe Alge gefunden
h‘aben, was mir bei den weniger zahlreichen Versuchen mit nicht sterili-
sierten Pflanzen nicht anders ergangen ist, so muf8 das nicht unbedingt
fl}r Identitit dieser Alge mit Anabaena azollae sprechen. Eg kann sich
vielleicht auch um eine Art ektophytischen Symbionten der Azolla
handeln. Da ebenfalls Oes (20) die freie Kultivierung der Anabaena

azollae und ferner keinem der erwihnten Autoren die Wiedervereinigung
der von ihm geziichteten Anabaena mit algenfreier Azolla gegliickt ist,
darf auf Grund aller vorliegenden Versuchsergebnisse einschlieflich der
eigenen angenommen werden, dafl die Symbiose zwischen Azolla und
Anabaena azollae vielleicht derartig eng ist, daf sich diese Alge wenigstens
nicht so leicht wie frei lebende Nostocaceen in Niahrlssungen kultivieren
léBt. Bei anderen endophytischen Nostocaccen mogen die Verhiltnisse
anders liegen. Z. B. muBl Nostoc punctiforme immer wieder von auflen
in die Gunnera-Rhizome eindringen. DaB diese Alge noch nicht so sehr
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auf die symbiontische Lebensweise angewiesen sein wird wie Adnabaena
azollae, die in den besonders fiir die Symbiose mit der Alge gestalteten
Blatthohlen auch schon am Vegetationspunkt des Farns vorhanden ist,
leuchtet ein. Allerdings ist es moglich, daB sich der Farn, wenn auch
weniger gut, ohne die Alge am Leben erhiilt. Unter natiirlichen Be-
dingungen wiirde ihm ja dann auch Stickstoff in gelgster Form und durch
Vermittlung ektophytischer Nostocaceen der Luftstickstoff zur Verfiigung
stehen. AuBlerdem soll hier nach Wildemann (29) Wiedervereinigung
mit dem Symbionten vorkommen.

Unter kiinstlichen Laboratoriumsverhiltnissen wiirde die isolierte
Kultur der Anabaena azollae vielleicht doch méglich sein, wenn die in den
Blatthéhlen vorliegenden Lebensbedingungen fiir Anabaena noch mehr
nachgeahmt wiirden, als es geschehen ist. Dabei ist besonders an die
Versorgung mit Kohlensiure oder auch mit organisch gebundenem
Kohlenstoff zu denken. Denn nach Winter (31) sind die Nostocaceen aus
Gunnera und Cycas beziiglich der Kohlenstoffernihrung , heterotroph,
fakultativ autotroph®’. Stickstoff wird nur bei Gegenwart von Fructose
gebunden. Derartige Versuche mit Azolle muBten aber vorliufig
zuriickgestellt werden.

Aus der Nachkommenschaft der #duBerlich sterilisierten Azollen
lieBen sich bald wieder von einer auf Grundnihrlésung ohne Zusatz ge-
zogenen Kultur vollig algenfreie Pflanzen heranziehen, die in nitrat-
haltiger Losung zur Vermehrung gebracht wurden. Sie sollten nun in
ihrem Verhalten gegeniiber Wolfram, Vanadium, Molybdiin und Nitrat-
stickstoff mit den anabaenahaltigen verglichen werden. Zu diesem
Zweck wurden die Niahrlgsungen am 28. April 1938 mit je einer griinen
Pflanze der anabaenafreien bzw. einer anabaenahaltigen Kultur beimpft,
die nach der anfianglichen Ziichtung der duferlich sterilisierten Pflanzen
auf molybdinhaltiger Losung zum ersten Male auf unverinderter
Grundnihrlgsung gewachsen war.

Wenn dadurch auch die Pflanzen anscheinend noch nicht so weit
vom Molybdin befreit worden waren, dal} sie auf der Grundnihrlésung
iiberhaupt nicht mehr Stickstoff zu binden und zu wachsen vermocht
hiitten, so haben sie doch, wie aus Tabelle XVII zu ersehen ist, auf die
Molybdiingabe schon etwas deutlicher reagiert als im vorigen Versuch.
Im ganzen aber war die Entwicklungsfreudigkeit aller Pflanzen ziemlich
gering, und sie ist im folgenden noch geringer geworden. Offenbar
sagten ihnen die mit Wattestopfen verschlossenen Erlenmeyerkolben
nicht besonders zu. Eine kiinstliche Liiftung wiirde wahrscheinlich die
Azolla-Kulturen in ihrer Entwicklung genau so geférdert haben wie die
Algenkulturen. Jedoch konnten solche Versuche nicht mehr ausgefiithrt
werden.
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Tabelle XVII. Wirkung von Molybdén, Vanadium, Wolfram
und Nitrat auf auBerlich algenfreie, anabaenahaltige und
anabaenafreie Azollen.

28. April bis 30. Juni 1938.

mg N je Kultur

Grundniihriésung anabaena anabaena-
haltige dzolla freie Azolla
Ohne Zusatz 22 26 | 01 01
+ 0,000 01 % Na, WO, -2H,0 . 2,7 3,0 =
+ 0,000 0019% NaVO,-4H,0 . 1,6 20 e
+ 0,000 01 %, Na.,MoO 2H,0 . o 39 49 01 01
+0,1 % CaiNO3) - 4 H OFc i on s S 64 56 | L1 1,6
+ 0,19, Ca (NO;y), -4 Hy 0+0000 019% Na,MoO, |
SHIOL Fte T e 05 e 60 61 | 06 1.2

Im einzelnen geht aus Tabelle XVII noch hervor, daB Molybdin
in seiner Wirkung auf anabaenahaltige Azolla vom Wolfram nicht ganz
erreicht wurde, und daB Vanadium eher hemmenden als fordernden
EinfluB gehabt hat. Noch besser als mit Molybdin konnten sich die
Pflanzen mit Nitratstickstoff entwickeln und am besten, wenn ihnen
beides zugleich geboten wurde.

Es ist jedoch nicht anzunehmen, daB die Pflanzen selbst ohne Mit-
wirkung der stickstoffbindenden 4nabaena den gesamten Stickstoff aus
dem Nitrat aufgenommen haben. Denn sonst hiitten annithernd dieselben
Werte bei den anabaenafreien Pflanzen gefunden werden miissen. Das
ist aber nicht entfernt der Fall. Im iibrigen haben diese Pflanzen jede
Fahigkeit zur Stickstoffbindung eingebiiit, und Molybdin ist fiir sie
ginzlich ohne Bedeutung. Also geht auch hieraus hervor, daB die
Bindung des Luftstickstoffs lediglich der in den Blittern von Azolla
lebenden Alge maglich ist, die fiir den Farn eine bessere Stickstoffquelle
zu sein scheint als Nitrat in der Nihrlgsung.

Damit diese Fragen weiter geklirt wiirden, war es notwendig, nicht
nur Azolla, sondern auch die abfiltrierte nitrathaltige Nahrlgsung der
Analyse zu unterwerfen. Das ist im folgenden Versuch geschehen, der
ebenso wie der vorige angesetzt, aber mit einmal mehr auf molybdin-
freier Grundnihrlésung gezogenen Pflanzen beimpft wurde. Die Ver-
mehrung der Pflanzen war durchweg schwach. Erst nach 4 Monaten
war so viel Pflanzenmasse gebildet, daBl die Analysen durchgefiihrt
werden konnten (Tabelle XVIII).

Sie lehren aber trotzdem eindeutig, daff nur die anabaenahaltigen
Azollen Stickstoff binden, und zwar am besten, wenn ihnen zugleich
Molybdén und Nitrat geboten wird. Nitrat wirkt also auf die Stickstoff-
bindung nicht etwa, wie man erwarten konnte, hemmend, sondern
férdernd. Dabei wird nur verhiltnismafig wenig Stickstoff aus dem
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Tabelle XVIII. Wirkung von Molybdin, Vanadium, Wolfram
und Nitrat auf auBerlich algenfreie, anabaenahaltige und
anabaenafreie Azollen.

30. Juni bis 31. Oktober 1938.

mg N

Grundniihrlosung aufgenommen| in d
Nabrispung it j,‘fl{g | prlangen | Bebunden
e —_— L ==
Frisch beimpft (Kontrolle) .... 0,3 — RPN SIS T
+ 0,12 9% Ca (NOy), -4 |
(Kontrolle) . oo |l 144 — - - bt b
Mit anabaenahaltiger 4zolla. | | |
Ohne ' Zusatzli oo . . e senats = — R e R BT e )
-+ 0,000 01 % Na, WO, - 2 H,0 - - — — |06 1,2{03 09
+ 0,000 001% NaV 0, -4 H,0 - - | = = |17 1,7 14 14
+ 0,000 01 % Na, )IDO 2 H,0 - — | = - |24 26|21 23
—0.129% Ln (NOy)y -4 HyO.. || 120 12,0 | 24 24 |33 3409 1,0
+ 0,129 Ca (NOg), -4 HgO
-+ 0,000 01 % Na, Mo O,
O S e ceeee. || 128 12,7 | 1,6 1,7 | 5,2 54 36 3,7
Mit anabaenafreier Azolla. I 1 |
Ohne Zusatz f - —1| - — 1038 03|00 00
-+ 0,00001 9, N . o= = | =" —#[X0,420,8880,1 10,0
4+ 0,12 9% Ca (NO, Il 11,6 —*| 29 — |26 — |00 —

11,1 11,8 | 33 26 |29 27|00 01

ultur ist durch einen Pilz vernichtet worden, Huneke (15) hat schon be-
afreie Pflanzen leicht von Schimmelpilzen befallen und getitet werden.

* Die Parall
richtet, daBl anabae

Nitrat aufgenommen, gewissermaflien nur zusitzlich. Der Farn muf
dadurch in seinem Stoffwechsel, etwa auch in der Kohlensiureproduktion,
so gestirkt werden, daB infolgedessen die Alge zu intensiverer Stickstoff-
bindung angeregt wird und dann der Farn nicht mehr so viel Stickstoff
aus dem Nitrat aufzunehmen braucht wie anfangs. Tatsiichlich hat er
ja auch ohne Molybdin mehr aufgenommen als mit Molybdin, weil im
ersteren Falle die Stickstoffbindung gehemmt ist. Auf anderem Wege
ist Oes (20) ebenfalls zur Uberzeugung gekommen, daB die 4zolla-
Anabaena-Lebensgemeinschaft neben dem elementaren Stickstoff auch
noch solchen in gebundener Form aufnimmt. Es ist das ein Verhalten,
das etwa demjenigen der Leguminosen mit ihren Kndllchenbakterien
entspricht, die ebenso iiber eine anfingliche Stickstoffhungerperiode
besser hinwegkommen, wenn ihnen etwas Stickstoff in gebundener Form
zur Verfiigung steht. SchlieBlich lauft natiirlich dieser férdernde Anreiz
durch den aufgenommenen Nitratstickstoff auf eine stéirkere Vermehrung
der Azolla und der in ihr enthaltenen Anabaena hinaus. So wird die
iippige Entwicklung der Azolla auf Teich- oder Grabenwasser nicht zu-
Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 11. 13
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letzt deren Gehalt an Stickstoff und Molybdin zu verdanken sein‘.‘ Bei
Zusatz von 109, Teichwasser zur molybdénhaltigen Grundnithrlgsung
konnte eine gleiche Wachstumssteigerung erreicht werden wie durch
Nitratzusatz (Abb. 7).

Ohne Anabaena verhiilt sich Azolla nicht anders als eine stickstoft-
heterotrophe griine Pflanze. Stickstoff wird unter keinen Umstiindttn
gebunden, Nitratstickstoff auf jeden Fall stirker assimiliert, und em
Zusatz von Molybdin zur Nihrlgsung ist ohne jede Wirkung.

Abb. 7. EinfluB von Molybdiin und Teichwasser auf fiuferlich algenfreie, anabaenahaltige

Azolla.

Von links nach rechts in sterilisicrter Grundniihrlosung: Olne Zusatz;

Na:MoO,-2H,0; + 0,00001% Na,MoO, -2 und 10 % Teich
27. November 1938 b irz 1939,

+ 0,00001 %
ser statt H. 0.

Damit diirfte die Bedeutung des Algensymbionten fiir den Wasser-
farn und zugleich dessen Molybdin-Speicherungsvermégen eine zwang-
lose Erklirung gefunden haben. Der Farn nimmt aus dem Wasser, das
am natiirlichen Standort wohl niemals ginzlich stickstofffrei ist, geringe,
jedoch lingst nicht ausreichende Mengen gebundenen Stickstoffs auf,
speichert Molybdéin und stellt dieses neben Kohlensiure und anderen
lebensnotwendigen Mineralien der Anabaena zur Verfiigung, die ihrer-
seits mit Hilfe des katalytisch wirksamen Molybdins Stickstoff bindet
und an Azolla abgibt.

Zusammenfassung.
1. Wasser- und erdbewohnende Nostocaceen binden Luftstickstoff.
2. Hierfiir ist es gleichgiiltig, ob sich die Algen in absoluter Rein-
kultur befinden oder ob sie mit Bakterien vergesellschaftet sind.
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3. Bei ausreichender Belichtung, Beliiftung und Versorgung mit
den lebensnotwendigen Mineralsalzen wurden bei Anwesenheit einer
Spur Molybdiin in 4 Wochen und in 100 cem Nihrlésung bei kohlenstoff-
autotropher Lebensweise bis zu etwa 12 mg Stickstoff gebunden.

4, Ohne Zusatz von Molybdiin zur Nihrlgsung wird nur sehr wenig
Stickstoff gebunden, so dafl die Notwendigkeit dieses Elementes fiir die
Stickstoffbindung auch dieser Mikroorganismen angenommen werden
mul.

Aus verschiedenen Ackerboden konnten in stickstofffreier,
molybdinhaltiger Néihrlosung nur Arten der Gattungen Nostoc, Ana-
baena und Cylindrospermum isoliert werden. Andere bodenbewohnende
Algen scheinen unter diesen Bedingungen keinen Stickstoff zu binden.

6. In besonders humusreichen und fruchtbaren Béden sind Arten
der Gattung Anabaena ebenso wie Azotobacter zahlreicher vertreten als
in weniger fruchtbaren Bdden. Ein sehr unfruchtbarer Geestbeden
enthielt itberhaupt keine stickstoffbindenden Nostocaceen und kaum
Azotobacter.

7. Obwohl die symbiontisch in Azolla lebende Anabaena-Art nicht
auflerhalb des Wasserfarns kultiviert werden konnte, lie sich doch
beweisen, daBl auch diese Alge ebenso wie die frei lebenden Arten den
Luftstickstoff bindet und dabei auch von der Gegenwart des Molybdins
abhiingig ist.

8. Die Symbiose zwischen Azolla und Anabaena azollae scheint so
eng zu sein, dafl diese Alge unter den angewandten Kulturbedingungen
auflerhalb des Wasserfarns nicht gedeiht.

9. Eine dieser endophytischen Anabaena sehr dhnliche und offenbar
fast ebenso regelmifig vorkommende ektophytische Form sowie andere
den Azollen duflerlich anhaftende Nostocaceen wuchern in molybdin-
haltiger, stickstotffreier Nihrlosung so stark, daB sie der Azolla ihren
Lebensraum mit Erfolg streitig machen, sofern keine Kleintiere zugegen
sind, die sich von Nostocaceen ernithren.

10. In einer synthetischen Niihrlésung, die den natirlichen Ver-
hiltnissen entsprechend aufler Molybdin eine geringe Menge gebundenen
Stickstoffs enthilt, bindet die Azolla-Anabaena-Gemeinschaft mehr
Stickstoff als in vollig stickstofffreier Néahrlosung.
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(Aus der biologischen Station in Lunz am See und aus dem Pflanzen-
physiologischen Institut der Deut¢chen Karls-Universitit in Prag.)

Zur Kenntnis der bakteriellen Sulfatreduktion. I.
Von

Yiktor Czurda.
Mit 1 Textabbildung.

(Eingegangen am 4. April 1910.)

Bei der Untersuchung der Ernihrungsanspriiche eigenartiger, aus
Ferroverbindungen Ferrieisen fillender Bakterien der Chromatium
Weissei-Gesellschaft vom Obersee in Lunz am See (Niederdonau) [siehe
Ruttner (1937)] wie auch bei der Untersuchung anderer Schwefelbakterien-
gesellschaften wurde eine Mineralsalzlosung mit groBlen Ferro- und
Kohlensiuremengen verwendet. In ihr wurde die im nachfolgenden
geschilderte, fiir die geschaffenen Versuchsbedingungen unerwartete
Erscheinung der Sulfatreduktion aufgefunden. Wenn auch die an-
schliefenden Untersuchungen noch nicht alle Einzelheiten aufkliren
lieBen, so rechtfertigen doch die Ergebnisse der qualitativen Be-
stimmungen eine Mitteilung dariiber.

Jeder der im folgenden behandelten Versuche geschah grundsatzlich
in drei gleichzeitigen Ausfithrungen. Dariiber hinaus hat jeder Versuch in
verschiedenen Zeitabstiinden mehifache Wiederholungen erfahren. Die
gewonnenen Ergebnisse wurden dann als gesichert angesehen, wenn der
Versuch nicht nur in der dreifachen Ausfiithrung, sondern bei jeder der
unternommenen Wiederholungen das gleiche qualitative XErgebnis ge-
bracht hat.

Ausgangsversuch.

Der Versuch, welcher den Ausgangspunkt fiir die folgenden Unter-
suchungen gebildet hat (Versuch 1) und welcher deshalb als ,, Ausgangs-
versuch** bezeichnet werden soll, wird folgendermafien vorgenommen:

Eine Mineralsalzlésung, bestehend aus 0,01 9%, NH,Cl (= 33,6 mg/Liter
NH,), 0,0019% K,HPO,, 0,001% MgSO, + 7H,0 (= 4 mg/Liter S0,
= l4mg/Liter H,S), wird nach der Sterilisation mit einem Keimge-
misch der genannten Biocoenose beimpft, hernach bis zu 0,19, mit
(NH,),S50,-FeSO, + 6 H,0 (= 46 mg/Liter NH, = 489 mg/Liter SO,
= 173,4 mg/Liter H,S) und bis zu 0,2% mit NaHCO, versetzt und
schlieBlich nach griindlichem Evakuieren einem CO,-Druck von rund
100 mm (rund 13 Vol.9%,) ausgesetzt. Nach wenigen Tagen beginnt in
allen mit dem obengenannten Keimgemisch beimpften Losungen das beim
Mischen der Losungen entstandene, reichliche Bisensediment Schwirzung
durch den entstehenden Schwefelwasserstoff zu zeigen.
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Bei 22 bis 280 C ist in 6 bis 10 Tagen nicht nur das gesan?te I%lscn-
sediment in Ferrosulfid umgewandelt, sondern auch das noch in Lospng
befindliche Eisen als Sulfidiiberzug an den GefiBwéanden ausgefdllt.
BloB am Meniskus bleibt zunichst eine Ferrihyd_roxydha“t.erha‘lter‘l'
Sie verschwindet erst, wenn sich auch im Gasraum eine gew1sse I.—IES-
Menge angesammelt hat und eben mit Bleiacetatpapier nach?velsbur
wird. Die gebildete Schwefelwasserstoffmenge ist demnach eine be-
trachtliche.

4 mg H,S

iter dissen Ko 6 retisch 1,4 + 173
Im Liter dieser Kulturlésung kénnten theoretisch == gebunden

entstehen. Rund die Hilfte hiervon kann als FeS (224 mg) y
werden. Schon wihrend der Bildung wird ein Teil des Schwefelwassel ssoffh
in der Losung neben dem FeS und im Gasraum verteilt bleiben. Nach
12 Tage langer Kulturdauer ist kein Eisen in der Kulturlosung mebr kolor1-
metrisch nachweisbar. Es ist als Fe S ausgefiillt.

Der Versuch fiihrt zum gleichen Ergebnis, wenn das reduzic}‘ende
Keimgemisch der ersten Passage nach 12 bis 30 Tagen in \\'01te}'ell
Passagen durch Uberimpfen eines oder zweier Tropfen fortgefiihrt o
Die Reduktionsfihigkeit, welche in der zweiten und dritten Passage
deutlich zunimmt, bleibt auch nach 17 Passagen in dieser Lb‘su.ng er-
halten. Vermutlich infolge der Anreicherung der Keime setzt sie von
der zweiten Passage an bereits in der halben Zeit ein.

In den gleichzeitig und gleichartig vorbereiteten, also sterilisierten,
aber unbeimpft bleibenden Rohrehen, die stets zur Kontrolle im gleichen
Versuchsraum untergebracht werden (Versuch 2), unterbleibt die Er-
scheinung. Es liegt im vorigen also eine biologische Umsetzung \'(.)r.
Der Eintritt der Sulfatreduktion unterbleibt ebenfalls, wenn die sterile
Lésung mit anderen Keimgemischen, unter anderen mit solchen der
Luft beimpft wird (Versuch 3a). Sie unterbleibt schlieBlich, wenn die
unsterile Versuchslésung in unsterilen Rohrchen untergebracht den
oben genannten iibrigen Versuchsbedingungen ausgesetzt wird (Ver-
such 3b).

Anfinglich wurden bei jeder Vornahme des Ausgangsversuchs je
drei Rohrchen als Kontrolle unbeimpft, sonst aber vollig gleich be-
handelt, im Versuchsraum (Exsikkator) untergebracht. Im Laufe der
bisherigen Untersuchungen sind 26 Kulturen des Versuchs 2 und
79 Kontrollversuche mit nicht sterilisierter und unbeimpft gebliebener
Losung (Versuch 3b) durchgefiihrt worden. In allen etwa 100 Kon-
trollen ist ausnahmslos die Sulfatreduktion ausgeblieben. Die Beob-
achtungsdauer betrug wenigstens 28 Tage. In einigen Fillen waren die
Réhrchen bis zu 1 Jahr ohne jedes Anzeichen eines Reduktionsbeginns

stehengeblicben. Demnach fehlen die Erreger der Reduktion im Luft-
keimgemisch der Stadt und des freien Landes, oder sie treten darin so
vereinzelt auf, daBl sie diesem Nachweisverfahren entgehen.
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In Anbetracht des unerwarteten Ergebnisses des ., Ausgangs-
versuchs* und seiner vielen Ausfiihrungen (etwa 220 Einzelversuche)
seien zu seiner besseren Beurteilung noch folgende Einzelheiten der
Durchfithrung, welche stets streng eingehalten wurde, wenn nichts
Anderes vermerkt ist, zum oben Gesagten hinzugefiigt.

Die mit einfach oder doppelt destilliertem Wasser bereitete Nahrsalz-
losung, die mit Riicksicht auf die spiter eintretende Verdiinnung durch
Zusatze eine um 20 %, hohere Salzmenge erhiilt als oben angegeben ist, wird
zu 8 cem in Rohrchen aus Jenaer Glas (16 < 160 mm) abgefiillt. Die zum
Versuch bestimmten Réhrehen und Kolben werden mit verdiinnter Salz-
saure aufgekocht und mechanisch gereinigt. Sie sind restlos benetzbar.

Die Losung wird hierauf, zuvor in iiblicher Weise entkeimt, mittels
einer Ose mit einem Tropfen des geeigneten Keimgemisches beimpft. Dann
wird in jedes Rohrchen 1 cem einer mittels Seitzfilter entkeimten 1 %igen
Ferroammoniumsulfatlésung und 1 cem einer 2,1 %igen, unter dem Kipp
mit Kohlensiure gesiittigten NaH CO,-Losung zugefiigt, deren Bereitung
und Entkeimung nach dem Vorgang von Roelofsen (1933) geschieht. Durch
den Bicarbonatzusatz tritt zur Ferrihydroxydfillung noch die Ferricarbonat-
fallung als eine braune, milchige Triibung, die sich wihrend der ersten
24 Stunden allmahlich als Bodenkorper sammelt. Die soweit vorbereiteten
Rohrehen werden in dicht schlieBenden Exsikkatoren oder anderen geeigneten
Gefaflen zu 10 oder mehr Stiick untergebracht und ihr Inhalt durch Aus-
pumpen der Luft durch 3 bis 4 Minuten zum Sieden gebracht. Schlielich
wird bis zu einem Druck von 100 mm Hg vom Sauerstoff nicht gereinigte
Kippkohlensiiure durch eine Waschflasche mit Wasser eingeleitet und der
ubrige Unterdruck belassen. Die Dichtung der Exsikkatoren muf3 dabei
sorgfiltig gepriift werden, ob sie den belassenen Unterdruck hinreichend
lange erhalten lifit. Die Kohlensaure wird aus Marmor und Schwefelsiure
oder Salzsaure im Kipp gewonnen. Der zum Anzeigen der ¢y in einzelnen
Rohrehen zugesetzte Indikator (Bromthymolblau) li3t erkennen, daB nach
cinigen Tagen, nach Bintritt des Gleichgewichts zwischen den ein-
geschlossenen Losungen und der sie umgebenden Atmosphire, ihre Reaktion
von pyg 7,6 bis 8,1 auf 6,85 bis 7,0 verschoben wird.

Die Reduktion des Sulfats tritt {ibrigens in dieser Lésung auch ein,
wenn groflere Fliissigkeitsmengen in Erlenmeyerkolbehen (bis zu 0,5 Liter)
angewendet werden.

Yerlauf der Ferrosulfidabscheidung.

Die Abscheidung von Ferrosulfid beginnt mit der Entstehung von
schwarzen Flecken im Innern des Sediments, die sich verbreitern und
allmihlich das ganze Sediment erfassen. In 6 bis 10 Tage alten Kulturen.,
deren fahlgelbes Eisensediment bereits véllig schwarz geworden ist,
geht die Abscheidung von FeS auf Kosten des noch gelésten Eisens
fort (s. Abb. 1a). Nicht nur am Grunde, sondern aufsteigend auch an
den Vertikalwiinden der Rohrchen wird andauernd Sulfid abgeschieden.
Die Abscheidung an den Wiinden tritt anfangs als eine wechselnde
Menge verstreuter kleiner schwarzer Punkte auf, welche an Schwirzungs-
grad und an GréBle zunehmen. Dazwischen entstehen fortlaufend neue
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sich soviel H, S an, daB er auch inunbeimpft gebliebenen Réhrchen durch
die Wattestopsel hindurch von obenher FeS-Bildung bewirkt (siehe
Abb. 1b). Nach dieser weitgehenden Sulfatreduktion ist in der Losung
Eisen kolorimetrisch nur mehr in Spuren nachweisbar.

Uber die Giirungserreger.

An der freien Oberfliche der Versuchslésung sammeln sich nach
10 Tagen Keime zu einer weilllichen, zihschleimigen Schicht, die anfangs
von Fe(OH),, spiter von FeS verschieden stark durchsetzt ist. Die
Losung selbst erweist sich nach dem Abkratzen des briichigen Fe
Niederschlags leicht triibe. Sie nimmt, an die Luft gebracht, rasch
infolge der einsetzenden Fillung von Fe(OH), an Triibung zu. Das
nach mehrmaligem Uberimpfen zur Ausbildung gelangende Oberflichen-
hautchen besteht aus zahlreichen, in Schleim dicht liegenden Stibchen.
Dazwischen sind kurze Spirillen vereinzelt eingestreut. Auch ver-
einzelte dicke Spirillen mit den auch bei anderen Vertretern der Gattung
auffindbaren Trépfchen kommen vor.

Am Grunde, im Eisensulfidsediment, scheinen Stibchen véllig zu
fehlen. Es finden sich ausschlieBlich Spirillen von einem Schrauben-
umgang und ovalen Zellquerschnitt und lebhafter Bewegung vor. Die
Fe S-Kriimelchen sind von ihnen dicht besetzt und umschwirmt. Im
iiblichen Hingetropfenpriparat an der Luft sammeln sich die umher-
schwiirmenden Zellen chemotaktisch um die Eisensulfidkriimelchen.
Schon aus dem Vorkommen und Verteilung in der Versuchslgsung kann
geschlossen werden, daBl die Spirillen die eigentlichen Urheber der
Sulfatreduktion sind und daB die Stibchen Begleitorganismen dar-
stellen. Bei der Trennung der beiden Organismen im Hochschicht- oder
Plattengu8 erweisen sich nur die Spirillen als die H,S-Bildner. Die
Stiabehen sind dazu nicht befihigt.

Werden Kulturen mit H,S-Abscheidung unmittelbar nach der
Herausnahme aus dem Versuchsraum mit einer etwa 1 em hohen
Paraffinschicht (Schmelzpunkt 40 bis 420 C) gegen Luft abgeschlossen
(Versuch 4), so bleibt die Reduktionsfihigkeit der Keime solcher Kulturen
pis zu 18 Monaten und mehr erhalten. Auch dann sogar, wenn in dieser
langen Zeit der Paraffinverschlufl undicht wird und die Reaktion
infolge des CO,Verlustes iiber pu 8,0 hinaus verschoben worden ist und
0, eindringt. Bereits Starkey (1938) hat an Sporovibrio desul furicans

slche Erfahrungen der Langlebigkeit der Keime gemacht.

Uber das natiirliche Vorkommen dieser Keime.

Die geschilderten sulfatreduzierenden Keime finden sich, wie mir
on aus den Untersuchungen friiherer Jahre bekannt war, als Begleit-
me von Chromatium Weissei im Lunzer Obersee in einer Tiefe von

13*
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10 bis 11 m. Sie waren in den sogenannten Doppelschichtkulturen (siehe
Czurda, 1936) ausgefithrt mit einem sehr dhnlich zusammengesetzten
Agarnihrboden bei Einsaat der Chromatien nach 14 bis 21 Tagen zu
Fe S-fillenden Kolonien herangewachsen (Versuch 5). .

Unter Doppelschichtkultur ist die Kulturausfithrung zu verstehen, bel
der das besiite und in stehendem Rohrchen rasch zum Erstarren gebrachte
Nihrsubstrat (,,Kulturschicht*) von dem gleichen, aber unbeimpft bleiben-
den Nihrsubstrat iiberschichtet wird. Die ,,Deckschicht** wird ebenf&\}ls
rasch erstarren gelassen. Um den CO,-Verlust des Substrats und ein Ein-
dringen des O, namentlich beim Natriumsulfidzusatz zu verhindern, wird
Paraffin (Schmelzpunkt 40 bis 42° C) zu einer Schicht von rund 1 cm H.O]‘e
aufgegossen. Beim Erstarren vielleicht entstehende TUndichtigkeiten
werden durch ein gelindes Auftauen des Paraffinpfropfes beseitigt.

Auffallend war damals die zu gewissen Jahreszeiten regelméfige
Haufigkeit der aus einem bestimmten Volumen des Standortswassers
zur Entwicklung gelangter Kolonien, die auf Grund der damaligen
Erfahrungen dem Sporovibrio (Microspira) desul furicans (Beij.) Starkey
(siehe Starkey, 1938) zugeschrieben wurden. Die Zahl der zur Ent-
wicklung gelangter Kolonien bewegte sich in den Sommermonaten
1936 bis 1938 (Juli bis August) zwischen 400 bis 600 je 1 cem Standorts-
wasser. Gezihlt sind damit natiirlich nur jene sulfatreduzierenden
Keime und Keimklumpen, die sich in der beschriebenen Nahrlosung
entwickelt haben, von der allerdings nicht bekannt ist ob sie so giinstige
Entwicklungsbedingungen schafft, da8 sich alle zu dieser physiologischen
Gruppe gehérenden Keime zu erkennbaren Kolonien vermehrt haben.

Schon nach dem Vorliegen der ersten Ergebnisse des Ausgangs-
versuchs wurde es aber klar, daf die im Agar zur Entwicklung gelangten
Keime nicht véllig mit Sporovibrio (Microspira) desulfuricans iiberein-
stimmen. Ist doch mit dem Versuch 1 gezeigt, daB der ProzeB auch ohne
Zusatz von organischen Stoffen moglich ist. Ubrigens soll nicht uner-
wihnt sein, daB diese Keime wiederholt mit den von van Delden (1904)
und Baars (1930) angegebenen Nihrbéden in Hochschicht und bei
langer Versuchszeit nicht nachgewiesen werden konnten. Nach den
derzeitigen Kenntnissen (s. S. 195) hat dies seinen Grund in dem CO,-
Mangel des Nihrbodens.

Die mit dem Versuch 1 anreicherbaren und angereicherten Sulfat-
reduzierer der Chromatium-Gesellschaft wechseln ihre Haufigkeit im
Laufe eines Jahres sehr stark, was offenkundig mit der jahreszeitlichen
Wasserzirkulation des Sees in Zusammenhang steht (iiber diese siehe
Ruttner, 1933, 1937, Miiller, 1938). AuBerhalb der eben angegebenen
Jahreszeit war die Keimzahl in der angegebenen Tiefe so gering, da
sie mit dem Doppelschichtverfahren nicht mehr direkt nachgewiesen
werden konnten. Vielfach blieben auch die Anreicherungsversuche,
nach Art des Ausgangsversuchs vorgenommen, ergebnislos.
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Eine betriichtliche Anreicherung gestatten auch die Versuchs-
16sungen, die mit Na HCO, und Na, S versehen (ohne die grofien Eisen-
mengen) fiir die Kultur von schwefelfiihrenden Purpurbakterien ver-
wendet werden (van Niel, 1931, Czwrda, 1935).

Uber die sonstige Verbreitung der Biocoenose und ihrer einzelnen
Komponenten in der Natur und iitber den Vergleich der vorliegenden
Befunde mit den Ergebnissen von Klein und Steiner (1929) am Lunzer
Untersee und mit den jiingsten ékologischen Beobachtungen anderer
wird erst im Zusammenhang mit der Keimanalyse berichtet werden.

Grundversuch.

Im weiteren wurde gepriift, ob eine Sulfatreduktion auch dann
eintritt, wenn an Stelle von 0,19, Ferroammoniumsulfat 0,1%, des
sekundiren Natriumsulfats (Na,SO, 10 H,O = 298 mg/Liter SO,
— 105 mg/Liter H,S), also vereinfachte Bedingungen, geboten werden
(Versuch 6), alles andere aber an der Versuchsanordnung beibehalten
wird. Da das in Form von 0,000019%, FeCl, eingetragene Eisen,
das iibrigens als Nahrelement nicht gesondert zugesetzt werden muf}
(Jenaer Glas!), als Indikator fiir Schwefelwasserstoff nicht aus-
reichend sein konnte, wurde zur Sichtbarmachung des H, S jedes Rohr-
chen mit Watte verschlossen und dabei ein Bleiacetatpapierstreifen
mit in das Rohrchen eingeklemmt.

An der bei py von 7,0 schon am 5. und 6. Tag einsetzenden Briunung
des Papiers die H,S-Abgabe der Versuchslésung erkennbar. In
weiteren 2 bis 5 Tagen ist das Bleiacetatpapier véllig geschwiirzt und
eine betrichtliche Diffusion des H,S durch den Wattestdpsel in den
Gasraum nachweisbar.

Auch in dieser Versuchslosung konnen die Passagen ohne Zusatz
von H-Spendern beliebig lange ohne Einbufle an Geschwindigkeit und
Intensitat der Reduktion fortgesetzt werden. Auch die Sicherheit des
Eintritts der Erscheinung ist hier ebenso groB wie im Ausgangsversuch.
Von 181 Rohrechen in 14 Passagen haben ausnahmslos alle am 6. bis
8. Tage das im Ré&hrchen befindliche Indikatorpapier geschwirat,
38 mit sulfatreduzierenden Keimgemischen nicht beimpfte, in den
gleichen Exsikkatoren befindliche, der Kontrolle dienende Roéhrchen
(Versuch 7) blieben trotz lingerer Beobachtungszeit ohne jedes An-
zeichen einer H,S-Bildung.

Die meist stirkere Triibung im Vergleich zum Ausgangsversuch zeigt
im wesentlichen die gleiche Zusammensetzung, wie sie oben geschildert
worden ist. Die starke Entwicklung der Oberflichenhaut fillt be-
sonders auf.
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Das Ergebnis des Grundversuchs zeigt, dafl das zur Einstellung
des Redoxpotentials und als Indikator fiir entstehenden H, S zugesetzte
Jisen fiir den Bintritt und das Stattfinden des Prozesses gar nicht
notwendig ist.

Durch das Ergebnis der beiden Versuche (Versuche 1 und 6) ist
das Vorliegen eines nach den bisherigen Erfahrungen iiber Sulfat-
reduktion unerwarteten Prozesses aufgezeigt. Denn nach den Unter-
suchungen von Beijerinck (1895), van Delden (1904), Elion (1924),
Rubentschik (1928) und vor allem aber die von Baars (1930) verlangt
die Sulfatreduktion zu ihrem Ablauf geeignete organische Substanzen
(Alkohole, Zucker, Fettsduren), welche die notwendigen Wasserstoff-
und Energiequelle nach dem Formelbild

4 H,A + H,80, -4 A + H,S + 4H,0
darstellen. In diesem Formelbild bedeutet H,A die als Wasserstoff-
spender dienende organische Substanz. Auf Grund der Untersuchungen
von Stephenson und Stickland (1931) kann, wie schon Niklewski (1914)
vermutet hat, als Wasserstoffspender auch der molekulare Wasserstoif
selbst treten, so daf} die in allgemeinster Form ausgedriickte Reaktions-
gleichung in den nachstehenden Sonderfall
4H, + H,80, — H,S + 4 H,0

iibergeht, wie dies nach der Theorie von Kluyver (1931) zu erwarten ist
(Bunker, 1936).

Die Unwahrscheinlichkeit des vorliegenden Falles von Sulfat-
reduktion besteht darin, daB die Losungen meiner Versuched:eine
Zusitze an irgendwelchen organischen Stoffen oder molekularen Wasser-
stoff erhalten oder enthalten, die als H-Donatoren dienen wiirden,
soweit man dies nach dem bisher Gesagten beurteilen kann. Diese
;{‘:::"l‘li]"e“ fordern zu einer griindlicheren Untersuchung der Erscheinung

Uber die allgemeinen Bedingungen der Sulfatreduktion.

Die Wirkung der AuBenbedingungen wurde durch Abéinderung der
beiden \'ersuchsm}ordnungon (Versuche 1 und 6) zu bestimmen gesxblcht.
Den Em’/.clhe]tel} sei zunichst folgendes vorangestellt: Die anfangs

und spiter an dc.r biologischen Station in Lunz am See uusgefiihrt:n
Versuche wurden 0 Prag (1938 und 1939) wiederholt, wo andere GefiBe
(Exsikkatoren, Réhrchen), anderes Dichtungsfett (Kahlbaumsches
Hahnfett, Kzlutschuk-K0|oplmnium—\';lse]ine-Kitt), andere Nihrsalz-
praparate (Merck), ein anderes Wasser, namlich ein durch Quarzkiihler
iiber eine Tropfenfingereinrichtung (Fitting- Mevius) hergestelltes und
(]ommlt(lcsti”i(-rtos Wasser und eine andere Kippkohlensiure verwendet
worden ist. Dabei wurde die gleiche Ergebnissicherheit aller Versuche
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festgestellt wie in Lunz. Es handelt sich also nicht um eine an bestimmte
Apparaturen oder Versuchsumstinde gebundene Erscheinung.

1. Fiir den Eintritt der H,S-Bildung durch das vorliegende Bu’k-
teriengemisch ist die Anwesenheit der Kohlensiwre unentbehrlich. Dies
ist ein auffallender Unterschied gegeniiber den bisher bekannten Pro-
zessen. Wird ndmlich bei der Ausfithrung des Ausgangs- sowie des
Grundversuchs das Natriumbicarbonat und die Kohlensdure fort-
gelassen (Versuche 8 und 9), so unterbleibt die Erscheinung. Sie erfolgt
auch dann nicht, wenn zwecks Ersatzes der Pufferwirkung des Na HCOy-
CO,-Systems das Phosphatputfergemisch mit der entsprechenden Reak-
tion von pu 7,0 in Konzentrationen von 0,1, 0,05 oder 0,01 Mol /Liter
zugesetzt wird (Versuche 10, 11 und 12). Da die Phosphatzusiitze den
Eintritt und den normalen Verlauf der Reduktion an sich nicht hindern
oder verzigern, wie vermutet werden konnte, wenn gleichzeitig COs
zugesetzt wird (Versuche 13, 14 und 15), so erscheint hiermit die Not-
wendigkeit der Anwesenheit von CO, erwiesen zu sein.

2. Das Licht hat, nach den bisherigen Versuchen, keinen erkenn-
baren Einfluf auf das Stattfinden des Prozesses. Er tritt mit gleicher
Geschwindigkeit und anscheinend auch mit dem gleichen Endergebnis
im Dunkeln wie im Licht ein (Versuche 16 und 17).

3. Soweit es die qualitativen Versuche erkennen lassen, liegt das
Temperaturoptimum iber 280 C. Der Prozef geht, allerdings sehr ver-
langsamt, auch noch bei einer Temperatur von 4 bis 50 C vor sich. Dies
ist iibrigens die Temperatur, bei welcher die Keime am Fundort, in der
Tiefe von 10 bis 11 m, vorkommen und H,S bilden (Versuche 18, 19
und 20).

4. In den beiden Versuchsanordnungen geht die Sulfatreduktion
bei einer Reaktion von px 6,85 bis 7,0 vor sich. Infolge der ausgiebigen
Pufferung (0,21%, NaHCO3; und CO,-Vorrat) bleibt sie bis zum Ver-
suchsende unveriindert, mag dabei eine sehr intensive oder unmerkliche
Umsetzung stattfinden.

Um den EinfluB einer anderen Reaktion zu priifen, wurde in dem
Kohlensiure-Bicarbonatsystem an Stelle des Natriumsalzes das Calcium-
salz eingefithrt. Bine sterile CaCOy-Aufschwemmung in doppelt-
destilliertem Wasser wird durch einige Tage mit CO, gesiittigt, indem
ein Kohlensdurestrom immer wieder durch sie geleitet und die Lésung
zwischendurch unter dem Gasvorrat des Kipp aufbewahrt wird. Von
dieser Vorratslosung wird wie von der Natriumbicarbonatlosung je
1 cem zur Versuchslsung in den Réhrchen (9 cem) hinzugefiigt. Der
Versuchslosung werden demnach nur 109, der Salzmenge zugefiihrt,
die sich unter einer C O,-Atmosphire 16st. Die fiir den Versuch fertige
Losung nimmt unter dem CO,-Druck von 11 bis 13 9% (Volumen), wie
er iiblicherweise eingerichtet wird, eine Reaktion von pu 5.6 an.
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Wird die Ca(HCOj;),—CO,-Losung in Verbindung mit dem Aus-

gangsversuch (Versuch 21) angewendet, so kommt es infolge der héheren
Aziditat nur zu einer bescheidenen Eisenfillung bei dem Zusammen-
mischen der Losungen. Auch in diesem Versuch erfolgt spiter Schwefel-
wasserstoffbildung. Infolge der hoheren Aziditit kommt es zu einer
fritheren Abgabe des H,S an den Gasraum und damit naturgemall zu
einem fritheren Nachweis mittels des Bleiacetatpapiers. Allmahlich
kann auch hier eine wenn auch miBige FeS-Fillung am Grund der
Rohrchen einsetzen.
: In Verbindung mit dem Natriumsulfat (Grundversuch) ( (Versuch 22)
ist an der Verfirbung des Indikatorpapieres die gleiche Beschleunigung
des Eintritts der H,S-Abgabe an den Gasraum zu sehen wie im Aus-
gangsversuch. Der Begleitorganismus (Stéibchen) tritt in diesen Kulturen
kaum sichtbar in Erscheinung.

Werden durch Verwendung von Gemischen der beiden Bicarbonat-
vorratslésungen Zwischenwerte der Reaktion (z. B. pu 6,35) im Versuch
eingerichtet (Versuch 23), so merkt man, daB mit der Anniherung des
pu-Wertes an 7,0 eine Zunahme der schlielich gebildeten Fe S-Menge
eintritt. Genauere Beziehungen werden erst quantitative Versuche
ergeben. Bei Ver\vendung des NaHCO; gelingt die Einrichtung von
pu-Werten iiber pr 7,0 nur durch Herabsetzung der CO)-Tensxon
Wird die Versuchslosung nach dem iiblichen Zusatz von NaHCO3
(s. Ausgangsversuch) nicht einem auf 0 verminderten Luft- und einem
stark erhohten CO,-Druck ausgesetzt, sondern sogleich mit Paraffin
gegen Luft abgeschlossen (Versuch 24), so zeigt die Losung je nach der
GroBe des CO,-Verlustes wihrend der Zubereitung eine Anfangs-
reaktion von pu 7,6 bis 8,1. Auch in solchen Versuchen kommt es zU
einem, wenn auch sehr verlangsamten und herabgesetzten Sulfatabbau.
Soweit zur qualitativen Bestimmung durchgefiihrte Versuche Riick-
schliisse zulassen, liegt somit die optimale ¢y um py 7,0. Die letzt-
genannte Versuchsanordnung (Versuch 24) lift allerdings nicht €T~
kennen, ob nicht vielleicht der herabgesetzte CO,-Druck oder die stark
geschwiichte Pufferungsfihigkeit der Losung die Ursache fiir die Ver-
ringerung des Umsatzes ist.

Eine weitere Voraussetzung fiic den Eintritt der Erscheinu
das Fehlen des molekularen Sauerstoffs. Wird im Ausgangs- oder Grund-
versuch die Luft und damit der Luftsauerstoff nicht durch mundlldle"
Evakuieren des Versuchsraumes beseitigt, so unterbleibt bei sonst
beibehaltener Versuchsanordnung der Eintritt der Reduktion. Das & gilt
vor allem vom Grundversuch, der keine reduzierenden Zusitze erlmlt
Wie das nach den Erfahrungen von Sporovibrio (Microspira) desul-
Redoxpotential zu Versuchsbeginn erreicht Wir

ng ist

furicans notwendige |
ist augenblicklich nicht klar. Es schien, daB das Potential durch die i

der Impftlissigkeit enthaltene Menge an H,S und Sulfiden herbei-
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gefihrt wird. Die von Baars gemachten guten Erfahrungen mit einem
anfénglich geringen Sulfidzusatz sind in meinem Falle nach dem
Bisherigen jedoch bedeutungslos. Das Natriumsulfid wurde dabei in
Form eines Tropfens (0,05 bis 0,03 ccm) einer 0,021- bis 0,21 %igen
Losung zugefiihrt. Im Ausgangsversuch scheint die zugesetzte Eisen-
lésung (Ferro) fiir die Schaffung der notwendigen Eintrittsbedingungen
(s. bereits Hlion, 1925) zu sorgen.

Besondere Bedingungen der Sulfatreduktion : Der beteiligte Wasser-

stoffspender.

Das Stattfinden der Sulfatreduktion setzt das Vorhandensein eines
geeigneten Energie- und Wasserstoffspenders voraus. Einer der be-
kannten Wasserstoffspender wird der Versuchslosung nicht zugesetzt
und ein solcher ist unter den genannten Losungsbestandteilen als Bei-
mengung ohne nihere Untersuchung nicht zu erkennen. Es kommen in
Frage: 1. organische Stoffe, 2. molekularcr Wasserstoff und 3. das
zugesetzte Ammoniumsalz.

1. Die Mitwirkung organischer Stoffe kann aus folgenden Griinden
nicht in Frage kommen:

Solche werden bei der Bereitung der Losungen nicht nur nicht
zugesetzt, sondern solche werden infolge der Verwendung von doppelt-
destilliertem Wasser, von .,pro analysi*-Priparaten auch unbewuBt
nicht den Losungen zugefiihrt. Die dariiber hinaus noch denkbaren
\'(-x'unreinigungen durch solche Stoffe kommen schon mengenmafig
nicht als entscheidende Faktoren in Betracht. Wollte man annehmen,
daB mit der Einimpfung des Tropfens Standortswassers organische Stoffe
mit eingefithrt, werden, so kann ihre Menge keinesfalls fiir die beob-
achteten Sulfidmengen ausreichend sein. Sie miifite auerdem bald
verbraucht sein und konnte nicht durch viele Passagen im Ausgangs-
und Grundversuch den ProzeB aufrechterhalten.

Es ist ferner an das Vorkommen fliichtiger organischer Stoffe zu
denken, welche das Vakuumfett, mit dem die Schliffe gedichtet sind,
verdampfen 14t (5. oben). Abgesehen davon, dafl ihre Menge zu gering
erscheint, 1iBt der Versuch 24, in dem die Mitwirkung eines Dichtungs-
fettes fortfallt, erkennen, daf3 auch dann eine Reduktion eintritt. DafB
nicht etwa auch aus dem Paraffin flichtige Stoffe (Grenzkohlenwasser-
stoffe) beteiligt sind, ergibt der Versuch mit Keimeinsaat in hoher
Agarschicht unter ParaffinverschluB, in der die Keime unten sowie
oben, in unmittelbarer Nihe des Paraffins, in gleicher Stirke FeS
bilden,

Bei Verwendung von Wattestopseln kénnte daran gedacht werden,
daB ein Cellulose abbauendes Begleitbakterium auf Kosten der in die
Lésung fallenden Faserbruchstiicke den notwendigen H-Spender
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liefere. Diese Moglichkeit entfillt, weil die Sulfatreduktion auch bel
Verwendung von Glaskappenverschliissen ungehemmt eintritt }xnd
abliuft. Solche Verschliisse wurden anfangs durch viele Versuchsreihen
hindurch verwendet. Erst spiter sind die Watteverschliisse eingefiihrt
worden.

2. Als Wasserstoff- und Energiespender kommt der molek'ul(.u‘l'
Wasserstoff in Betracht, von dem Stephenson und Stickland gezeigt
haben, daf er organische Stoffe vollkommen ersetzen kann. Ein Wasser-
stoff kénnte in den bisherigen Versuchen insofern vielleicht vorkommen,
als ein solcher im Kipp aus erzhaltigem Marmor neben CO, in gewissen
Mengen entstehen konnte. Diese Moglichkeit wurde allerdings seitens
der Chemiker als ginzlich unwahrscheinlich hingestellt.

Zwecks Entscheidung, ob dies in meinem Falle nicht doch zutrifft,
wurde die zur Fillung des Exsikkators notwendige Menge von CO, aus
dem Kipp langsam durch Schwefelsiure und durch ein mit gliillend(‘m
Kupferoxyd gefiilltes Verbrennungsrohr eingeleitet (Versuch 25a
und 25b). Eingeschlossen waren in diesem Exsikkator sowie in den
dazugehérigen Kontrollexsikkatoren der Ausgangs- und Grundversuch,
beide in mehreren Ausfithrungen. Zur Kontrolle wurde in einem zweiten
Exsikkator aus der gleichen Kippfiillung bezogene, aber nicht gereinigte
CO, untergebracht (Versuch 26a und 26b). Zur Auffiillung eines
dritten Exikkators wurde gereinigte C0O, (100 mm Hg) mit Wasser-
stoff (50 mm Hg) benutzt (Versuch 27a und 27b). Ein vierter Exsi
kator erhielt als Fiillgas nur 100 mm Hg Wasserstoff (Versuch 28a und
28b). Die im letzten Exsikkator untergebrachten Kulturen blieben
ohne Bicarbonatzusatz, um nicht eine zu alkalische Reaktion durch
die CO,-Abgabe der Kulturlssung zu verursachen. Der verwendete
Wasserstoff ist in einem Kipp mit Merckschem Zink und reinster
Schwefelsiure erzeugt und daraus zwecks Reinigung durch eine Silber-
nitratlﬁsung entnommen worden.

Auch in den Versuchen 25 bis 28 wurden neben den Versuchs-
rohrchen solche ohne Beimpfung mit eingeschlossen. Nach 10 Tagen
war in allen beimpften Roéhrchen der Versuche 26 und 27 mit
Eisenammoniumsulfat (a) das Sediment tiefschwarz verfirbt. In allen
Réhrehen mit Natriumsulfat der genannten Versuche 25 bis 27 (b) war das
Bleiacetatpapier tiefbraun bis schwarz verfirbt. In den gleichzeitig
mit untergebrachten unbeimpften Rohrchen war weder im ersten Falle
noch im zweiten eine Verinderung zu sehen. Der vierte Exsikkator
(Versuch 28) zeigte nach dieser Zeit an den beimpften Rohrchen mit
Ferroammonium- (a) bzw. Natriumsulfat (b) nur eine schwach ausge-
prigte Verinderung. Trotz betrichtlich verlingerter Versuchszeit ist
der Unterschied nicht verwischt worden.
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Aus dem Verhalten der beimpften Réhrchen der Versuche
darf geschlossen werden, da3 nicht der etwa als Beimengung der Kipp-
kohlensiure vorhandene Wasserstoff die Reduktion bewirkt. Wenn im
Versuch 28a und 28b die Fiillung mit Wasserstoff eine deutliche Ver-
minderung hervorgerufen hat, so kann dies zwei Ursachen haben:
Es kann die in den Losungen und im Wasserstoffgas enthaltene Kohlen-
siure nicht ausgereicht haben oder es haben schidliche Beimengungen
des Wasserstoffgases hemmend gewirkt oder aber es hat die Forderung
irgendwelcher wasserstoffvergirenden Bakterien den Reduktionsprozef3
ungiinstig beeinflut. Nach verschiedenen vorliegenden Erfahrungen
hat die zweite der genannten Moglichkeiten die grofte Wahrscheinlich-
keit.

Um die Frage, ob nicht molekularer Wasserstoff die Rolle des
Wasserstoffspenders spielt, noch sicherer zu entscheiden, wurde in
weiteren Versuchen eine Kohlensiure verwendet, welche aus reinster
Soda (pro analysi, Merck) und reinster Schwefelsiure (pro analysi,
Merck) im Gasentwicklungsapparat entwickelt worden war (Versuch 29a
und 29b). Dieser Versuch hatte das gleiche Ergebnis wie die bisherigen
Grund- und Ausgangsversuche und wie die gleichzeitig vorgenommenen
Kontrollversuche mit der gewohnlichen Kippkohlensiure.

Ubrigens hatte schon der Versuch 24, in welchem die Kulturlosung
nach dem Zusatz des Bicarbonats mit Paraffin abgeschlossen worden
ist, gezeigt, daB eine Mitwirkung des molekularen Wasserstoffs nicht
in Betracht kommt.

Auch der Beginn der FeS-Bildung im Ausgangsversuch (s. S. 189)
aus dem Innern des Ferriniederschlags und das allmihliche Aufsteigen
des Prozesses im Sediment und der dariiber befindlichen Lésung spricht
dafiir, dafl der H-Spender nicht aus der Atmosphire in die Versuchs-
losung eindringt, sondern im Sediment selbst zu suchen ist.

Wollte man annehmen, daB der erforderliche Wasserstoff erst in
der Kulturlosung durch die Titigkeit von Begleitbakterien entstehe, so
stoBt dieser Versuch auf die Schwierigkeit, daB fiir die Bildung von
Wasserstoff oder einer H-spendenden organischen Substanz in der
Kulturlssung keine hierzu erforderlichen Energiequellen bzw. Ausgangs-
substanzen vorliegen. Wird nun unter den der Versuchslosung zu-
gesetzten Mineralsalzen Umschau gehalten, welches von ihnen etwa in
Frage kommen konnte, so ergibt sich eine Méglichkeit nur fiir das
Ammoniumsalz [NH,Cl und (NH,),S0,].

3. Da eine Verinderung der Ammoniwmsalzkonzentration von 0,01
auf 0,1% (Versuch 30) und auf 0,001%, (Versuch 31) im Ausgangs-
versuch keine Beziehung erkennen lieB, wurde das Schicksal der ge-
botenen Ammonmenge kolorimetrisch verfolgt.

Archiv fur Mikrobiologie. Bd. 11. 14
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Bei der Annahme einer Reaktionskoppelung etwa nach dem Bilde:

2NH; + H,80,—2N + H,S + 4 H,0
wiirde auf 100 mg Na,SO, + 10 H,O (in 100 cem Versuchslésung) bei rest-
loser Umsetzung ein N Hj -Verbrauch von 11,3 mg (= 28,0 mg NH,CI) zu
rechnen sein. Fiir einen NH;-Verbrauch stehen in der Lésung _alleludmgs
berechnungsmaBig nur 3,4 mg/100 cem NH; zur Verfiigung. Die Losung
des Ausgangsversuchs enthalt in je 100cem 3,4 + 4,6 = 8,0 mg NH;. ‘_Z‘“’
Umsetzung des darin enthaltenen Sulfats, 48,9 mg/100 ccm S0,, waren
18,3 mg/100 cem N H, erforderlich.

Zur Priifung der Annahme wurden beimpfte und unbeimpfte Réhr-
chen des Ausgangsversuchs nach 12-° bis 16tégiger Versuchsdauer in
ihrem Ammongehalt mittels des Nesslerschen Reagens verglichen. Trotz
wiederholter solcher Priifungen konnte zunichst weder von mir noch
von anderenl eine sichere Abnahme des N H;-Gehalts der Loésungen
gegeniiber den Kontrollen festgestellt werden. Zur Untersuchung
gelangten solche Versuchsrohrchen, in denen bereits das gesamte Eisen
als FeS aus der Loésung ausgeschieden war. Die unbeimpften Kon-
trollen waren im gleichen Anaerobenapparat mit untergebracht.

Die groBte bisher beobachtete Abnahme des Ammons war die von
durchschnittlich 259, was berechnungsmafBig einem absoluten Ver-
brauch von 2,0 mg NH, je 100 ccm Versuchslésung entsprechen wiirde.
Da zu dieser Zeit aber bereits zwei Drittel des gebotenen Sulfats
(= 36,5 mg /100 cem SO,) umgesetzt waren, fir die 13,8 mg NH, er-
forderlich gewesen waren, scheint auch die entwickelte Annahme
unwahrscheinlich zu sein. Die Untersuchungen werden in dieser
Richtung fortgesetzt.

Wirkung weiterer Versuchsabiinderungen.

1. Der Ausgangsversuch wurde dahin abgeindert, daB8 das Ferro-
ammoniumsulfat (0,1 %) durch 0,1 %, Ferriammoniumsulfat (Versuch 33),
0,19% PFerrosulfat (Versuch 34), 0,19, Ferrisulfat (Versuch 35), Ferri-
phosphat (0,1%, Ferrosulfat — 0,29, K,HPO,, Versuch 36), Ferri-
hydroxyd (0,19, Ferrosulfat + NaOH, Versuch 37, 0,1% Ferri-
chlorid - NaOH, Versuch 38) ersetzt war. Die iibrigen Bedingungen
des Ausgangsversuchs sind in den Versuchen 33 bis 38 beibehalten
worden,

In allen diesen Versuchen ist die Sulfatreduktion ebenso rasch und,
soweit es sich nach solchen qualitativen Versuchen beurteilen 1dBt. mit
flcn) gleichen Ergebnis abgelaufen: d.h. in den ersten 6 bis 10 Tagen
ist eine Schwiirzung des Sediments, in den nachfolgenden Tagen eine

' Herr Dr. Franz Berger, Assistent an der biologischen Station in Lunz
am See und Herr Dr. Karl Ondratschek, Assistent am hiesigen Institut
lm'lt(xn die Freundlichkeit, solche Bestimmungen mit besonderer Genauig-
keit auszufiihren. Ich danke ihnen auch hier fiir ihre Hilfsbereitschaft.
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FeS-Fillung aus dem als Ferrobicarbonat in Losung befindlichen
Eisen erfolgt.

Wo anfangs nur eine Ferrisalzlosung oder Ferrisalzfillung zugesetzt
war, scheint das unter der Einwirkung der CO, entstehende FeCOy das
notwendige Redoxpotential einzurichten, das im anderen Falle, bei
Zufuhr von Ferrosalzen, von Anfang an schon gegeben ist. Demnach
scheint der SchluB berechtigt zu sein, daB die Wertigkeit des anfangs
zugesetzten Eisens unter den Versuchsbedingungen keinen EinfluB auf
den Ablauf der H,S-Bildung besitzt.

2. Im Ausgangs- und Grundversuch haben sich das Ammonium
und Natrium als brauchbare Sulfat-Kationen erwiesen. Beziiglich der
Form des Eisens scheint die Frage zur Zeit noch nicht véllig klar zu
sein. Bei der Ausfiihrung des Grundversuchs liBt sich das Natrium
durch Kalium (0,1 %, K,S Oy, Versuch 39), durch Caleium (CaSO,, Ver-
such 40) und Magnesium (MgSO,, Versuch 41) mit Erfolg ersetzen. Die
beiden letztgenannten Salze werden als Bodenkérper zugesetzt. Die H, S-
Bildung ist in den beiden letztgenannten Versuchen allerdings schwach.

3. Neben der Reduktionsfihigkeit der Sulfate wurde auch die des
Natriumthiosulfats und des Natriumsulfits mit Erfolg gepriiftl. Beim
Thiosulfat wird der ProzeB auferordentlich rasch eingeleitet.

4. Einige Versuche sollten auch den EinfluB organischer Stoffe
auf den vorliegenden ProzeB der Schwefelwasserstoffbildung im Aus-
gangs- und Grundversuch zeigen. Die zu priifenden Stoffe wurden zum
Teil in abgestuften Mengen der Grundnihrlésung vor der Sterilisation
zugesetzt. Alles iibrige der Versuchsanordnung und -durchfithrung
wurde unverindert beibehalten. Gepriift und mit zusatzlosen Kontroll-
kulturen verglichen wurden:

“ Im Ausgangsversuch X
Zugesetzte organische Substanz 0,10/, Ferroammonium- | Im Grundversuch
I

01 No p
sulfat ,1 9/ Natriumsulfat

0,1 9, Natriumacetat. | Versuch 44 | Versuch 55
0,1 9, Natriumtartrat 5 5 ! 5 56
0,001, 0,01 und 0,19, Aethylalkohol . % 46, 47, 48 o b7, B8, H9
0,1 9, Saccharose . ... | 5 49 | 5 60
0.01 und 0,1 9, Witte-Pepton .. | 5 50, b1 | e 61, 62
0,1 9, Natriumacetat. b | SRaE a8
0,19, Natriumformiat 5 53 | o G4
0,1 9%, Natriumecitrat . | 5 54 | s 65

Im Ausgangsversuch ist die Wirkung folgende : Eine Beschleunigung
des Prozesses sowie seiner Einleitung zeigt nur das Pepton. Athyl-
alkohol ist in seinen beiden unteren Konzentrationen (Versuche 46 und 47)

! Bei Erfillung gewisser Versuchsbedingungen setzt die H,S-Bildung

mit der gleichen Geschwindigkeit in der Sulfitablauge der Papierfabri-
kation ein,
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wirkungslos. In der héchsten Konzentration (Versuch 48) verhindert
er die Eisensulfidbildung. Auch eine Abgabe von H, S an die umgebende
Atmosphire ist nicht nachweisbar. Acetat, Lactat, Formiat und
Saccharose sind in der eingerichteten Konzentration ohne erkennbaren
EinfluB auf den Eintritt und Fortgang der Reduktion. Das Tartrat
und Citrat, die das Eisen vollstindig in Losung halten, unterdriicken
bisweilen den Eintritt der Schwefelwasserstoffbildung.

Im Grundversuch verhindert nur ein Zusatz von 0,1 % Athylalkohol
(Versuch 59) die H,S-Entstehung immer und vollstindig. Saccharose
(Versuch 60), Acetat (Versuch 55), Lactat (Versuch 63) und Formiat
(Versuch 64) erweisen sich als indifferent, d. h. die Schwefelwasserstoff-
bildung verlauft ebenso wie in den entsprechenden Kontrollkulturen
ohne Zusatz. Tartrat und Citrat hemmen stark. Die H,S-Abgabe ist
in diesen beiden Fillen mit Bleiacetatpapier eben nachweisbar.

Aus den eben mitgeteilten Ergebnissen der Versuche mit organischen
Zusiitzen konnen zur Zeit selbstredend keinerlei -SchluBfolgerungen
gezogen werden, weil in den Loésungen noch ein Organismengemenge
tiitig ist und daher der EinfluB} der Zusitze auf die Stoffwechselvorgange
der eigentlichen Sulfatreduzierer durch den Einflul auf die anderen,
unbekannten Prozesse iiberdeckt sein kann.

5. Von Interesse war ferner der Nitrateinflu. Ein Kaliumnitrat-
zusatz von 0,001 und 0,019, (Versuche 66 und 67) ist im Ausgangs-
versuch (Eisenammoniumsulfat) ohne sicher erkennbare Wirkung. Ein
solcher von 0,1 % (Versuch 68) hingegen verhindert anfangs die Reduktion
vollstandig. Die H,S-Bildung setzt erst nach 12 bis 16 Tagen ein, wenn
das Nitrat in der Losung bereits verbraucht ist. Zu dieser Zeit ist in den
beimpften, aber zusatzlosen Kontrollkulturen das gesamte Eisen als
FeS ausgefillt. Die gleiche Wirkung 18t sich auch im Grundversuch
nachweisen (Versuche 69, 70 und 71).

6. Ein Zusatz von 3 9, NaCl verhindert die H,S-Bildung in beiden
Versuchsanordnungen (Versuch 72, Ausgangsversuch, Versuch 73,
Grundversuch).

7. Durch Phosphatzusatz, KH,PO;—Na,HPO,-Gemisch von
pu 7,0 wird der ProzeB weder geférdert noch gehemmt. Selbst ein
Zusatz von 0,1 Mol /Liter erweist sich noch als wirkungslos.

8. 0,19, Natriumchlorat als Zusatz hemmt deutlich die Sulfat-
reduktion (Versuch 74, Ausgangsversuch, Versuch 75, Grundversuch).

Riickblick.

Mit dem Ergebnis der geschilderten Versuche, vor allem jenem des
Grundversuchs (Versuch 6), der eine rasche und intensive Sulfat-
reduktion unter einfachen und iibersichtlichen \'ersuchsbeding\mqen
ohne organische Substanz und ohne erkennbare Mitwirkung anderer
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bekannter Wasserstoff- und Energiespender zeigt, ist ein biologischer
ProzeB aufgezeigt, der nach den bisherigen Erfahrungen entgegen allen
Erwartungen abliuft. 7 : s

Uber die Art der zugrunde liegenden Reaktionen sind zur Zeit
keine Anhaltspunkte fiir bestimmtere Vorstellungen é’(‘f'“_“de" worde.n.
Ein Urteil wird erst nach eingehenderer Priifung der thel]llg"e" 9’8"”"““
men und auf Grund der im Gang befindlichen quantitativen Versuche
maéglich werden. Die bisherigen Versuche lassen es als wiinschenswert
erscheinen, auch die von anderer Seite bereits eingehend studierten
Sulfatreduzierer einer Priifung neuerlich zu unterwerfen, um zu sehen,
inwieweit der vorliegende Fall in friiheren Versuchen mitgewirkt hat.
Ubrigens ist durch die Versuche 66 bis 71 auch die Reduktion der Nitrate
ohne zugesetzte organische Substanz aufgezeigt. Es scheinen demnach
auch andere Reduktionsvorginge ohne Mitwirkung von organischen
Stoffen und ohne Wasserstoffspender bekannter Art mdglich zu sein.

In dem in seinen Einzelheiten zwar noch nicht geklirten Prozef
liBt sich schon jetzt jener Vorgang vermuten, welcher im Lunzer
Obersce in einer Tiefe von 10 m und mehr und in anderen Bioconose
vorkommt und welcher dort fiir die Bereitstellung von H, S sorgt, ohne
daB erkennbar gréfere Mengen an organischen Stoffen beteiligt sind.

Das Vorkommen eines dhnlichen oder gleichen Prozesses wurde
schon frither in der starken H,S-Bildung im Beisein des thermophilen
Thiospirillum pistiense im sulfatischen Thermalwasser und in synthetisch
gewonnenen Mineralsalzlésungen [s. Czurda (1936)] bei Darbietung von
grofleren Mengen an CO, vermutet. Mangels geeigneter Vermehrungs-
bedingungen fiir den genannten Organismus konnte damals der Fall
nicht niher untersucht werden.

Die wochenlange Erhaltung von schwefelfithrenden Purpur-
bakteriengesellschaften in Mineralsalzlosungen wird durch die im
vorhergehenden geschilderten Versuche vielleicht verstindlich gemacht
(s. auch S.192). Auch folgende, mir von Herrn Dr. Berger, Lunz,
brieflich und durch Farbenaufnahme belegte Erscheinung kénnte mit
der vorliegenden Sulfatreduktion zusammenhiingen. Fiir bestimmte
chemische Untersuchungen wurden Schlammproben des Obersees
(14 m Tiefe) in Glasstopselflaschen unter dem Standortswasser im
Kiihlschrank bei etwa 49 C und im Dunkeln durch mehrere Wochen
aufbewahrt. Die anfangs farblose Standortswassermenge hat sich nach
langer Lagerung unter den angegebenen Bedingungen (40 C und volliger
Dunkelheit) innerhalb von 3 bis 4 Tagen intensiv rot verfirbt. Der
Erreger der roten Firbung war Chromatium Weissei.

Zusammenfassung.
Im vorhergehenden wird das Vorkommen einer intensiven Sulfat-
reduktion in blofer Mineralsalzlésung, bestehend aus 0,01 %, Ammonium-
14*



204 V. Czwrda: Kenntnis der bakteriellen Sulfatreduktion. i,

chlorid, 0,0019, sek. Kaliumphosphat, 0,0001 % Ferri'chlori"d, 0,1%
Natriwmsulfat und 0,2 %, Natriumbicarbonat und Kohlendwxydu.bers'chu,B
beschrieben, die dann einsetzt, wenn die genannte Lésung mit einem
bestimmten Keimgemisch beimpft, nach griindlicher Entfernul.)g der
Luft einer CO,-Atmosphire von etwa 139, Gehalt ausgesetzt wird.

Die Reduktion findet nicht nur ohne jeden Zusatz von organischen
Stoffen statt, sondern auch bei méglichster Ausschaltung von mole-
kularem Wasserstoff und aller in Betracht kommenden Verunreinigungen,
selbst dann, wenn die Versuchsanordnung verschiedentlich abgeidndert
wird. ;

Der Erreger dieser Girung ist ein Organismengemisch der C'Iz,ro.mn-
tium Weissei-Bioconose des Lunzer Obersees. Das Organismengemisch
ist auch in anderen Thiorhodobakteriengesellschatten und in Beggiatoa
arachnoidea-Biocsnose angetroffen worden. Durch fortgesetzte Kultur
in der obengenannten Losung, also bei standigem Ausschlufl von argani
schen Stoffen und Wasserstoff, bleiben im wesentlichen zwei Organismen
librig, ein farbloses Stibchen und ein farbloses Spirillum vom Aussehen
von Sporovibrio desulfuricans (Beij.) Starkey. Von diesem biniire.n
Konsortium ist nur das Spirillum zur Sulfatreduktion befihigt, wie
PlattenguB- und HochschichtguBserien zeigen.

Die Untersuchung zwecks Auffindung des bisher unbekannten
Wasserstoff- und Energiespenders wird fortgesetzt.

Literatur.

..ij'("'s’ J. K., Over sulfatreductie door bacterien. Diss. Delit 1930.
Beijerinck, M. W., Centralbl. f. Bakt. I, 1, 1, 49, 104, 1895. — Buchanan,
R. E: w E. 1. Fulmer, Physiology and Biochemistry of Bacteria, 11, London,
Bmllle_re, Tindall and Co., 1932, — Bunker,H. J ., "A review of the physiology
and l):ochcmish-y of the sulfur bacteria. Dept. of Sci. and Indus. Chem.
Res. Special report No. 3, 1, London 1936. — Czwrda, V., Centralbl. f. Bakt.
1‘]‘ 92, 407, 1935. — Derselbe, diese Zeitschr. 7, 110, 1936. — Derselbe,
Centralbl.{. Bakt. 11, 96, 138, 1937. — Delden, A.van, ebenda 11, 11, 81, 113,
1904. — Elion, L., ebenda 11, 63, 58, 1924. — Klein, G., u. M. Steiner,
()?:ten: bot. Zeitschr. 78, 289, 1929. — Kluyver, A. J., The chemical activities
of the Microorganisms. Univ. Press, 1931, — MMiiller, H., Internat. Rev. d.
ges. Hydrobiol. u, Hydrogr. 36, 433, 1938. — Nabokitch, A. J., u. A.F.
Lebedeff, Centralbl. £ Bakt. 11, 17, 350, 1906, — Niel, C. B. van, diese
Zeitschr, 8, 1, 1931. — J. Nikitinsky, Centralbl. f. Bakt. 1T, 19, 495, 1907.
— Niklewsky, B., ehenda IT, 40, 430, 1914. — Roclofsen, P. A., Meta-
l’f’hsm“'”“‘Pln'plc sulfur bacteria. Diss. Utrecht, 1935. — Rubentschik, L.,
Centralbl. f. Bakt. 11, 73, 483, 1928, — Ruttner, Fr., Avch. f. Hydrobiol.
32, 255, 1937. Starkey, R. L., Proc. Kon. Ned. Akad. Wet. 41, 422,
e l)""'é'"”ll', Nature 141, 791, 1938. — Derselbe, diese Zeitschr. 9, 268,
]-UN'- — Stephenson, M., Bacterial metabolism, 11. Aufl., London 1939.
— Stephenson, M., . L. H. Stickland, Biochem. J. 25, 215, 1931.




(De I'Institut botanique, Université, Berne.)

Recherches sur la répartition de I'hétérotrophie
par rapport a l'aneurine chez les champignons.
Par
W. H. Schopfer et S. Blumer.

Avec 2 figures dans le texte.

(Eingegangen am 11. April 1940.)

L’hétérotrophie par rapport & 'aneurine a été étudiée surtout chez
les Mucorinées, les Ustilaginées et chez les champignons supérieurs a
chapeau, particulierement chez les Polyporacées. Laliste que nous avons
dressée des organismes nécessitant I'aneurine nous montre que par
rapport aux auxo-autotrophes, le nombre des auxo-hétérotrophes est
relativement restreint.

L’hétérotrophic par rapport a l'aneurine est apparue indé-
pendemment de la position systématique des espeéces et atteint tous
les groupes de champignons. Il nous a semblé intéressant de poursuivre
nos recherches en faisant appel & d’autres organismes que ceux utilis
habituellement comme test. Notre but est de rechercher dans quelle
mesure le besoin en aneurine, ou de ses constituants est réparti dans les
diverses classes de champignons.

I. Polyporales.

Fries (2) a consacré & ce groupe une étude treés soignée. Il montre
que plusieurs espéces de Polyporus sont dépendantes de I’aneurine mais
n’établit pas si éventuellement la pyrimidine ou le thiazol pourrait
suffire. Nous nous proposons tout d’abord de mettre au clair cette
question. Les organismes utilisés sont les suivants:

Polyporus squamosus (Huds) Fr., P.abietinus (Dicks) Fr., P. ben-
zeinus (Wahlbg.) Fr., Polyporus zonatus (Ness) Fr., P. adustus (Willd.)
Fr., Polystictus versicolor (L.) Fr.; toutes les souches proviennent de
Baarn. De plus nous avons utilisé Hypholoma fasciculare (Huds.) Fr.
souche de Berne. Sauf Polyporus squamosus, Polystictus versicolor et
Hypholoma fasciculare, ces champignons ont été étudiés par Fries qui
les classe dans les organismes & aneurine.

Les{ cultures se font sur notre milieu habituel: glucose puriss. 29,
asparagine puriss. 19/, phosphate acide de potassium 1,5°/,, sulfate de
magnésium 0,5°/,,. py 4,2, temp. 18 —20°.

La dose d’aneurine utilisée est supraoptimale, soit 1 pour 25 cem de
milieu, dans des Erlenmeyers de 150 cem. Stérilisation 115° pendant 15 mi-
nutes, avec le facteur de croissance. Lorsque I'aneurine est remplacée par
ses constituants, ceux-ci sont également présents a la dose de 1 chacun.
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vase ete.).

W. H. Schopfer et S.Blumer:

Notre but est d’obtenir le meilleur développement possible, compatible
avec nos conditions de culture (quantité et hauteur du milieu, forme du

optimales utilisées par Fries.
Le développement se mesure au poids sec, déterminé apres croissance
compléte de I'organisme.
Les inoculations se font avec un trés petit fragment du thalle de la
culture initiale.
Les résultats obtenus sont les suivants (tableau I):

Tableau I.

Nous ne pouvons nous contenter de la méthode des doses sub-

Espice Agedelacult.| O [ P T | PtT B,
| |

Polyporus squamosus . .’ 28 jours 1,9 | 24,6 1,7 | 94,56 | 114,9 mg
” ab 28555 5,2 | 44 [ 4,0 | 620 21,2 ,,
” benzoinus* . ‘ o ‘ 11,8 | 15,8 | 14,0 | 785 | 545 ,,
” zonatus2ab . || 28 , | 04 | 1,5 | 0,7 | 89,9 843 ,
» o Talb 1 2800 2,80, IS0 1S7RIN79,9 8
adustus .. ... e ‘ 49 | 276 | 81 | 324 | 265 ,
Po[J.slH‘Ml.s‘ versicolor ... || 21 ,, 3,2 4,7 1,6 |119,3 | 156,4 ,,
Hypholoma fasciculare . . 29 i 1,3 3,3 ! 09I IBe2 816 9317

* Formation de mucilage:

1. milieu controle.

thiazol,

de Py
avec pyrimidine.

4. avee pyrimidine + thiazol,

aneurine.

6. sur milieu naturel,

olyporus squamosus.
— 3.

5

pescées peu précises!

avee
avee

Il ressort de ce tableau
que Polyporus adustus, qui
semble étre un champignon
A aneurine, se contente en
réalité de la pyrimidine. Les
autres espéces sont i pyri-
midine - thiazol: incapables
de faire la synthese de P
et T, elles peuvent encore
les condenser en aneurine
lorsque ces substances sont
offertes comme facteur de

croissance.

Pour Polyporus squa-
mosus, zonatus 2ab et Hy-
pholoma fasciculare la crois-
sance sur P + T est a peu
de chose prés semblable &

celle sur aneurine. Pour
Polyporus abietinus et zona-
tus 7a' b et benzoinus, la
croissance est meilleure en
présence de P + T qu'avec
aneurine. Pour Polyporus
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versicolor, I'aneurine agit plus favorablement que P + T. Pour Poly-
porus adustws, la pyrimidine remplace exactement l'aneurine. Il est
pour linstant difficile d’expliquer ces différences, qui se montrent
constantes avec plusieurs cultures. Lorsque I'aneurine agit plus favo-
rablement que P + T, on peut admettre que la resyntheése de la vita-
mine B, ne se fait pas complétement, ou trop lentement. Cependant
le cas contraire, P 4 T plus actif que la vitamine reste inexpliqué.

Nous remarquons que sauf pour Polyporus benzoinus, les cultures
contrdles donnent des poids trés faibles et que les résultats obtenus
avec les facteurs de croissance sont tels que I’hétérotrophie par rapport
A l'aneurine, & ses deux composants, ou a un seul des deux est indis-
cutable. A part les 6 espéces & P + T et 'espece a P nous n’avons
trouvé aucun organisme exigeant I’aneurine, molécule complete. Il y
aurait un grand intérét a étudier d’autres espéces voisines.

II. Ustilaginales.

Les besoins en aneurine (pyrimidine -+ thiazol) d’Ustilago violacea
et d'U. scabiosae sont maintenant bien connus (11). Nous avons expéri-
menté avee les espéces sui-
vantes, du méme groupe: £n-
tyloma arnoseridis Syd., Til-
letia  horrida  Tak., Tilletia
tritici ( Bjrk) Wint. et Tilletia
levis Kiihn. Certains 7Tilletia
ont été étudiés par Defago
[communication  personnelle
du 19. 4. 39 (3)]. Il trouve
pour 7Tilletia tritici un besoin
en aneurine, molécule com-
plete. I1 existe pour ces
especes certaines difficultés
d’inoculation.

Dans nos expériences
Tilletia levis semble auxo-
autotrophe, du moins par
rapport & l'aneurine. Pour
Tilletia tritici nous ne pouvons
retrouver la nécessité en an-
enine indiquéo pu Defagor lo ¢y 5, St 0 Tl i

champignon croit faiblement  thiazol. — 4. avee pyrimidine + thiazol.
aneurine. — 6. sur milieu naturel.

vee
. avee

sur milieu contrdle, un peu
mieux sur P, PT et B;. Les différences de souches et de mode
d’inoculation sont peut-étre la cause de ces différences. Les expériences
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ont été faites sur milieu liquide (voir formule ci-dessus) et sur milieu
solide avec 29, d’agar lavé trois fois a I’eau courante d’une maniere
prolongéel.

Entyloma arnoseridis ne donne pas de résultats précis et semble
auxo-autotrophe (par rapport i l’aneurine). Par contre les résultats
sont trés nets avee Tilletia horrida, qui est étudié pour la premiere
fois & ce point de vue.

Sur milieu liquide, les résultats sont les suivants (tableau II):

Tableau II.

0 P T P+T By

57,6 50,2 mg

14

(=]

,6

Ce champignon est un organisme typique & P 4 T.

Sur milieu solide, la culture apparait sous forme d’une crofite épaisse.
Avec les milieux solides et liquides, il se produit un pigment d'un beau
rouge-violacé qui diffuse dans le milieu et le colore intensément, avec
aneurine et P -+ T surtout, mais aussi sur milieu naturel. Les faibles
cultures contriles ne produisent pas de pigment.

III. Sphaeriales.

Septoria apii (Br. et Cav.) Rostr., Mycosphaerella confusa Wolf,
. sentina Schroet.. M. grossulariae (Fr.) Lindaw (souches de Baarn).
Ces espéces ont donné les résultats suivants.

Sur miliew liquide :
Septoria apii. (voir tableau IIT)
Mycosphacrella confusa® . ... partout bon développement
M. sentina® z s .
M. grossulariae® . .......... idem

idem

Tableau I1I.

0 P T P+T | By
15,0 75,6 9,8 120,0 149,56 mg
L2 42,1 Pl IO 1208 ,,
moyenne 8,1 58,8 5,7 135,6 134,9 mg

! Il est malgré tout difficile d’éliminer complétement les facteurs de crois-
sance et autres substances favorisantes de agar. — 2 La croissance est un
l"'" meilleure avee B,. — 30, P, T: développement faible, meilleur avec P

T et B o -\urunc différence entre les cultures.
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Sur miliew solide :

Septoria apii: partout bon développement, un peu meilleur avec P,
P + T et B;. La présence de facteurs de croissance dans l'agar doit
g
étre prise en considération.

Mycosphaerella confusa: partout bon développement: sauf sur les
milieux controles, il apparait un pigment brun-vert diffusant dans le
milieu.

M. sentina: partout développement faible.

M. grossularwe: pas de différence, développement moyen. Nous
pouvons donc mettre en évidence une espéce certainement auxo-hétéro-
trophe par rapport a I’aneurine, susceptible d’étre fortement favorisée
dans son développement par la vitamine B;, ou par P — T, ou encore
plus faiblement par la pyrimidine seule. Cet organisme est un cham-
pignon & pyrimidine incomplet; nous en avons déja trouvé de semblables.
Absidia ramosa, Parasitella simplex p. ex.

Avec Mycosphaerella sentina, les résultats sont moins clairs: cette
espece semble faiblement activée par l'aneurine et le mélange pyri-
midine -+ thiazol.

Chaetomium elatum Kze et Schm, Chaetomium bostrychoides Zopt
donnent lieu & un développement notable sur notre milieu et ne sont
pas favorisés par 'aneurine ou ses constituants. Une accélération de
croissance par d’autres facteurs n'est pas exclue.

Rosellinia thelena Auersw. ne prospére pas sur notre milieu et n’est
pas influencée par I'aneurine.

IV. Plec

Quelques champignons de ce groupe croissent bien sur notre milieu

et ne sont pas influencés par I'aneurine et ses constituants: Monascus

purpurens Went, Penicillium camemberti Thom ( Penicillium caseicolum
— P. camemberti Thom?), Gymnoascus setosus Eidam.

Y. Endomyecetales.

Pericystis apis.

Cette espece qui produit le couvain calcifi¢ des abeilles promettait
d’étre intéressante & maints égards. Elle n'a pas jusqu’a maintenant été
étudiée du point de vue de ses facteurs de croissance. Claussen déerit son
développement en 1921 et Mademoiselle Maurizio met en évidence 'existence
de deux formes distinctes par la grandeur des carpophores, qu'il n’a pas
été possible jusqu'a maintenant d’hybrider (6). Elles se distinguent morpho-
logiquement par la grandeur du carpophore, mais aussi physiologiquement,
dans leurs réactions & la température p. ex. Elles sont différentes de Peri-
cystis alvei. Mademoiselle Maurizio indique comme favorable un milieu
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mais enrichi avee 1%/ d'extrait de
des formes ne se développe.
a leurs

semblable a celui que nous utilisons,
Sur milieu synthétique aucune
blement hétérotrophes par rapport
ain les deux formes, a grands
no. 211 Liebefeld-Bemn).

levure.

Elles sont indiscuta
facteurs de croissance. Nous avons eu enim
fruits (no. 217 Liebefeld-Bern) et A petits fruits (

Action des divers extraits. Laforme utilisée est celle

Résultats obtenus (tableau IV):

a grands fruits.

Tableau IV.

1
e S e T
II - 2 3,6 13,2 30,4
111 — 68 | 114 23 35,4

1, Difco, II, Harris, 111, Hoffmann-La Roche. Mémes conditions de
culture que pour Torulopsis candida.

Les extraits n’agissent pas dans le méme ordre quavee Torulopsis
c_amlulu (voir p.211). L'extrait ILI est toujours le plus actif; Iextrait I1
Iest tout autant alors que pour Torulopsis il était le moins efficace.

S R
Ceci doit nous indiquer que les deux champignons réclament une autre
constellation de facteurs de croissance.

) Action des substances pures: Sur milieu synthétique, le petit fragment
e tlvmlle n‘mcule ne croit pas; avec adjonction de pyrimidine, de thiazol
et d’aneurine, il n'y a aucune amélioration.

! Les facteurs de croissance purs suivants furent utilisés: inositol,
a\f-lde. sztothénique de R..J. Wilhams, adermine (vitamine Byg) acide
mcot).nlq.ue, lactoflavine. Ces facteurs furent employés seulsﬁ ou en
C()Hl'b‘lnﬂl:%()lls diverses avec I'aneurine. Dans aucun des l:‘SSili.\' la moindre
accélération du développement ne fut observée. :

Nous les avons ¢ T ) ;
Danui es avons combinds avec l'extrait Hoffmann-La Roche (ILI).
ans un sec Ssnitaveoc . :
£ econd essai avec cet extrait les résultats furent les suivants:
1 5/
m"’ / 1 4 cem
62,7 83,5 mg

(moyenne de 3 déterminations).

Les poids s
ES S son ableme A 3 T
],n'.(.(;(l(_mi Ne t notablement plus élevés que dans I"'expérience
- Aous pouvons considé 5
3 £ sidérer la dos 2 G !
suboptimale. e de %/, de cem comme

Les 6 facteurs ajouté
qui (1('\'T‘li0;1t éltrrh ajoutés (tableau V) seuls, ou ensemble, & des doses
e Al Aok aietbe t'( "“ff’*:mt('s. sont incapables de compléter l'action
se § ptimale d’extrait de levure 11L. Si I'arrét de croissance
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Tableau V.
Extrait de levure seul (°/;, cem)

teurs ajoutés

F
Extrait °/;, cem + B, b3 60,6 62 mg
B -~ inositol' ...... - 51,0 54,0
5y -+ acide pantothénique ...... 49 64,5 21 G
i R )y 110 L O AU S Sy o 37,5 48,5 6B
- - acide nicotinique 48 47 54.5
5 -+ lactoflavine ..... ¢ & manque
s + les 6 facteurs sus-cités (mo- |
yenne de 3 déterminations) 61,7 60,2 64,2 ,,

en milieu synthétique est vraiment produit par une absence de facteurs
de croissance, ce qui reste i prouver, ceux-ci doivent étre recherchés
ailleurs.

Eremascus fertilis Stoppel croit normalement sur notre milieu et
n’est pas influencé par I’aneurine.

V1. Fungi imperfeeti.
Torulopsis candida (Saito) Lodder.
Cette espéce, qui croit difficilement sur milieu synthétique, mais
trés bien sur milieu naturel, fut étudiérécemment par Rennerfelt (8).

Des cultures mixtes de cette espéce avec Penicillium rugulosum
montrent un cas de stimulation unilatérale (7): Torulopsis candida est
favorisé dans son développement par Penicillium rugulosum. I’agar,
dans lequel les substances produites par le Penicillium ont diffusé
permet une treés belle croissance de Torulopsis. On peut donc admettre
que Torulopsis a perdu le pouvoir de faire la synthese de ses facteurs
de croissance. Cette espece complétement auxo-hétérotrophe les regoit
de Penicillium (auxo-autotrophe); ils se trouvent également dans la
levure pressée et 'extrait de malt [Foghammar (1)].

Le cas semble présenter une certaine analogie avec celui que nous
avons observé chez Phycomyces blakesleeanus (9, 10). Cette espéce, hétéro-
trophe par rapport & I'aneurine (pyrimidine + thiazol) ne croit pas sur
milien synthétique agarisé. Une infection de Penicillium déclanche une
croissance intense des hyphes (autour de Pinfection!). Pour I'instant on ne
connait chez Phycomyces qu'un seul facteur de croissance identifié chimi-
quement, l'aneurine (remplacée par la pyrimidine et le thiazol). Il faut
done admettre que le Penicillium livre & Phycomyces 'aneurine (ou 'ensemble
pyrimidine + thiazol).

11 est vrai qu'autrefois Hoet (5) a démontré qu’avec le milieu de culture
de Penicillium il était impossible de supprimer 'arrét de croissance provoqué
chez le rat par I'absence de facteur B. Nous savons aujourd’hui qu'un tel
argument n'est pas probant et que le test animal n'est pas suffisemment
sensible pour conférer une valeur quelconque & un résultat négatif. Un
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organisme tel que Phycomyces qui pour 25 cem de milieu réclame 0,5 y de
vitamine B;, ou encore Ustilago violacea qui se contente de 0.01 y pour
25 cem de milieu doit étre utilisé si I'on veut étre certain qu'une substance
ou un liquide est privé d’aneurine ou non. Sans contester la valeur de
I’observation de Hoet, confirmée, par Deas (4), nous admettons donc que
Penicillium, dans I'expérience de stimulation unilatérale, fournit & Phyco-

myces le facteur indispensable, probablement I'aneurine ou ses constituants.

Par contre Hoet montre que le milieu de culture utilisé de Peni-
cillium est capable d’activer la croissance de la levure. Il contient donc
trés probablement les bios. Il est intéressant, en vérifiant I’expérience
de Rennerfelt, de rechercher sile Penicillium livre également & Torulopsis
candida ’aneurine ou ses constituants. Nous savons que I’aneurine ou
ses constituants sont facteurs de croissance pour certaines espéces de
Torula. Des essais effectués avec la pyrimidine, le thiazol, les deux
ensemble et I'aneurine nous prouvent qu'avec notre milieu, il est im-
possible de déclancher le développement de 7Zorulopsis avec la vita-
mine B; ou ses dérivés. Cependant la croissance est trés intense sur
milieu naturel, avec extrait de levure p. ex.

Ce cas de stimulation unilatérale ne peut done étre comparé avec
celui de Phycomyces- Penicillium.

Nous avons utilisé les extraits concentrés swivants: 1. Extrait de levure
Difco: II. Extrait de levure Har: ITI. Extrait concentré Hoffmann-
La Roche 3163/4. Chacun des extraits est employé & la dose de 0,29,
ajouté au milieu synthétique et stérilisé avee lui.

Les résultats sont les suivants (tableau VI):

Sl ! 2 —
75T A M S R [T T 1
I 5 20 | 23 | 8 | 36 3 | 529
5 D0 s o il Higo i D 3| 599
I 5 (B IR R o E IRSORID 28 3¢ | 389
5 16,5 [+ 420, [ a2d i HINE 82 38 | 379
111 5 32 | 36 50 54 58 | 559
5 33 | 38 49 505 51 | 589
5 29 | 36 55 53 5 | 509

Le développement est mesuré a laide de la cellule photoélectrique de
Lange. Les chiffres se rapportent au pourcentage d’absorption de lumiére,

Les cultures avec 2 et 4 cem de I'extrait I sont légérement jaunatres.
Ajoutons que les extraits de levures sont extremement concentrés et

sont complétement solubles dans I'eau.
Dans l'ordre d’activité décroissant, les extraits de levure s’ordonnent
2 Roce 1 arrie
de la maniére suivante: Hoffmann-La Roche. Difco, Harris.
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Avec III (Hoffmann-La Roche), le développement maximum,
mesuré par néphélométrie, est atteint avec 3/;, 4 1cem, avec I (Difeo)
la dose de 4 cem est nécessaire ; avec L1 (Harris), le maximum n’est pas
atteint dans notre expérience. En se basant sur les résultats de 'extrait
IIL, nous constatons que le meilleur développement est obtenu avec
1 & 2 mg d’extrait ajoutés i 25 cem de notre milieu.

Llactivation du développement doit étre produite par d'autres
facteurs de croissance que I’aneurine ; ils agigsent peut-étre concurremment
avec I'aneurine (synergisme) et restent a identifier ; il n’est pas impossible
qu'il s’agisse d’un ou plusieurs bios. L’adermine, I’acide pantothénique,
l'acide nicotinique n'ont pas été essayés avec cette espéce. Nous nous
contentons d’indiquer pour le moment qu’elle ne réagit pas la présence
de I"aneurine tout en étant complétement auxo-hétérotrophe.

Dematium.

Demativm sp. ( Mawrizio, Licbefeld-Bemn) réagit faiblement a la
présence de thiazol, de pyrimidine + thiazol et d’aneurine.

Dematium pullulans De By et Low, Dematium Chodati Netchich
croissent bien sur milieu synthétique et ne réagissent pas a la présence
de l'aneurine et de ses constituants.

Catenularia sp. croit normalement et semble autotrophe par rapport
a I'aneurine.

Conclusions.

Cette étude nous permet de mettre en évidence les besoins exacts
des Polyporus en facteur de croissance. Aucun n’exige vraiment I’aneu-
rine, mais bien la pyrimidine et le thiazol ou la pyrimidine seule. Aucune
des formes étudiées n'est vraiment liée & la molécule compléte de la
vitamine B;. Parmi les Ustilaginées, T'illetia horrida se révele comme
un organisme a pyrimidine -+ thiazol. Parmi les Mycosphaerellacées,
Septoria apii est un organisme & pyrimidine + thiazol (incomplétement
A pyrimidine). Parmi les Imperfecti nous confirmons la forte auxo-
hétérotrophie de 7Torulopsis candida en indiquant qu’elle n’est pas due
a I’aneurine ou & ses constituants. La stimulation unilatérale 7T'orulopsis
candida- Penicillium rugulosum est différente de la stimulation Phyco-
myces- Penicillium sp. La forte auxo-hétérotrophie de Pericystis apis
est mise en évidence. L’aneurine ou ses constituants ne semble jouer
aucun role de méme que 5 autres substances cristallisée

s employdes.

Pour Torulopsis candida comme pour Pericystis apis, les facteurs
indispensables sont & rechercher dans les extraits de levure concentrés,
complétement hydrosolubles. Les constellations de facteurs requis par
ces deux espéces sont différentes. Il est probable qu’il s’agit réellement
de facteurs de croissance, mais il reste & examiner si une modification
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quantitative ou qualitative du milieu utilisé ne serait pas capable de
suffire au développement.

"1l est singulier qu’aucun des champignons étuciés et dépendant
de I’aneurine ou de ses constituants ne se révéle comme un organisme
a thiazol. Le cas de Mucor Ramannianus étudié par W. Miiller reste
jusqu’a maintenant unique (6a, 9).

Nous sommes redevables de I'aneurine, de la pyrimidine, du thiazol,
de la lactoflavine et de l'extrait de levure aux Etablissements Hoffmann-
La Roche, Bale (Dr. M. Guggenheim), de l'aneurine et de 1'adermine & la
I. G. Farbenindustrie (Prof. Horlein) et de l'acide pantothénique au
Dr. R.J. Williams. Nous les remercions vivement. ainsi que Mademoiselle
Maurizio pour les souches qu’ils nous ont fournies.
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(Aus dem Botanischen Institut der Technischen Hochschule Dresden.)

Erfahrungen mit neuen, lang feucht bleibenden
Triigern fiir Nihrlosungen an Stelle von Agar.
Von
Friedrich Tobler.

(EBingegangen am 24. April 1940.)

Im Verlauf der langjihrigen Kulturversuche, die ich mit Flechten
und Flechtenpilzen in verschiedenster Weise angestellt habe, stand ich
sehr hiufig vor der Aufgabe, gerade bei diesen Gegenstinden Kulturen
iiber weit lingere Zeit unberiihrt stehenlassen zu miissen, weil infolge
des besonders langsamen Wachstums vor Ablauf einer Frist von einem
halben oder mehr als einem Jahre wenig Ergebnisse zu erwarten waren.
Uberimpfung kam nicht in Frage und so hatte ich sehr héufig mit
Schwierigkeiten zu kimpfen insofern, als Agarndhrbéden wihrend
solcher Zeitdauer austrockneten und damit entweder ein Ergebnis iiber-
haupt hinfillig wurde oder aber doch wesentlich verinderte Wachstums-
bedingungen fiir die Objekte entstanden. Ich bemiihte mich daher seit
mehreren Jahren darum, festzustellen, ob es nicht auch andere als Triger
fiir Nithrlssungen geeignete und selbst méglichst indifferente Materialien
gibe, die man gegebenenfalls an Stelle des Agar setzen kénnte. Wenn
ich heute einige von diesen, iibrigens in meiner zusammenfassenden
Darstellung der Flechtenkulturmethoden! schon angedeuteten Er-
fahrungen wiedergebe, so geschieht das mit folgenden Einschrinkungen :

1. bin ich mir vollstindig dariiber im klaren, daf3 die von mir heran-
gezogenen neuen Triger fiir Nihrlésungen nur dann in Frage stehen,
wenn Durchsichtigheit des Substrats micht verlangt wird;

2. ist bei ihnen allen eine weit groBere Unebenheit der Oberfliche mit
in Kauf zu nehmen als sie beim Agar sonst geboten wird und selbst-
verstiindlich begriiBt werden mufl. Aber es kommt ja in vielen Fillen,
und nicht nur bei meinen Objekten, nicht darauf an, die Kulturgefie
(z. B. Petrischalen) unmittelbar im durchfallenden Licht zu betrachten,
sondern vielmehr nur darauf, iiberhaupt ein Wachstum feststellen und
spiter vielleicht losgeldste Objekte oder Objektteile zu zergliedern und zu
beobachten. Und diese letztgenannten Mdglichkeiten bestehen bei einer
Reihe von neuen Materialien nach meinen Erfahrungen durchaus. Ich
fiige endlich noch von vornherein hinzu, da als besonders brauchbar mir

1 Jy. Tobler, Kultur von Flechten in Abderhaldens Heandb. d. biol,
Arbeitsmethod. X11I, 2, 1498, 1939.
Archiy fiir Mikrobiologie. Bd. 11. 15
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meine neuen Methoden bei der Benutzung von Petrischalen ersc.hemen,
mache allerdings dabei die Voraussetzung, die man auch sonst weit mehr
zu machen gut tite als es gewohnlich geschieht, namlich, d.aﬁ man
wirklich gut schlieBende und genau zueinander passende Petrischalen-
teile benutzt. Hierzu sei nebenbei bemerkt, daB ich lingst fiir solche
dauerhafte Kulturen, bei denen Verdunstung starke Gefahr bedeutet,
nur best abgepafte und in Deckel wie Bodem mit Nummern versehene
Schalen benutze. Simtliche Erfahrungen in der Verdunstung gehen auf
mindestens allmonatlich wiederholte genaue Wigungen der bezifferten
Schalen zuriick. Die Kulturen wurden ausgefiihrt mit Flechien, Flechten-
pilzen, einer Reihe Schimmelpilzen, Orchideenwurzelpilzen, umfangreichere
Kolonien bildenden Bakterien wie B. prodigiosum, farbigen Lufthefen
u. a.m.

I. Bekanntlich wurden von jeher und namentlich frither fiir Pilze
und auch Flechten, Agarnihrbéden mit organischen Losungen von
nicht genau bekannter Zusammensetzung verwandt (Malzextrakt, Bier-
wiirze usw.). Von derartigen Erfahrungen ging ich aus, als ich mich
zuerst mit 7'orf als Unterlage befaBte. Gut gereinigter, mehrfach griind-
lich ausgespiilter und gleichmiBig weitgehend zerkleinerter Torf bietet
glinstige Moglichkeiten. Am vorteilhaftesten ist es dabei, einen reinen
Sphagnumtorf zu wihlen. Dieser bietet stofflich tatsichlich so gut wie
gar nichts, was bei der Erndhrung darauf wachsender Objekte eine
Rolle spielen konnte. Er nimmt aber wie Sphagnum im allgemeinen,
Losungen ja auBlerordentlich gut auf, und so fillt es nicht schwer, einen
solchen feinkriimeligen Torf mit Lésungen gleichmiBig zu durchtranken.
Die Schicht wird im allgemeinen kaum hoher als 2 mm (in trockenem
Zustand) in die Petrischale gebracht. Bei der Durchfeuchtung quillt sie

etwa auf die doppelte Hohe auf, was also ganz flache Petrischalen aus-
schlieB3t.

Die Oberfliche wird nach der Aufquellung unebener als sie es vorher
ist, aber fiir viele Gegenstiinde ist das belanglos. Das Feuchtbleiben von
Torf zeigt sich aber ganz erstaunlich groB. Ich habe Petrischalen im
Brutschrank bei Temperaturen von 20 bis 250 weit iiber 1 Jahr in an-
gemessener Feuchtigheit halten konnen, womit also die Leistung eines
Agarniahrbodens in dieser Beziehung bei weitem iibertroffen ist. Die
Abnahme der Feuchtigkeit vollzieht sich zuerst keineswegs schneller,
sondern bleibt vollkommen gleichmifBig. In jedem Monat wird nur etwa
*/10% des Gesamtgewichts abgegeben, so daB auch nach Ablauf eines
Jahres ein kaum merkbarer Verlust vorhanden ist.

Ebenso wie Sphagnumtorf lieB sich auch reines zerkleinertes
Sphagnum unmittelbar verwenden, so wie dieses in der Girtnerei iib-
lich ist zur Kultur von Orchideen usw.
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i II. Im AnschluB hieran bemiihte ich mich auch bereits, mit be-
stimmten Stoffen getrinkten Torf, sog. Huminal der 1. G.. Farbenindustrie
A.-G., heranzuziehen und habe auch hiermit guten Erfolg gehabt. Im
Huminal sind im wesentlichen Gaben von Kali und Stickstoff enthalten,
was man bei der Benutzung entsprechend beriicksichtigen kann. Im
iibrigen ist auch dieser Stoff dem Torf sehr dhnlich, doch scheint mir die
Feuchtigkeitsabgabe etwas grofer zu sein als bei reinem Sphagnumtort.
Es geht das offenbar darauf zuriick, da$ der zur Herstellung des Hu-
minal hergestellte Torf nicht reiner Sphagnumtorf gewesen ist. Jedenfalls
habe ich auch mit Huminal gefiillte Petrischalen diber 1 Jahr lang so
erfreulich feucht halten konnen, wie es niemals bei Agarnihrbéden der
Fall gewesen ist.

ITI. Ich habe weiter eine brauchbare Unterlage finden konnen in
Vistraabfdllen, die ich der Freundlichkeit der Hersteller verdankte.
Vistra ist reine Cellulose und also fiir die Allgemeinheit vieler zu kulti-
vierender Objekte vollig indifferent bei der Ernihrung. Vermdge ihres
Baues saugt sie aber auBerordentlich gut wasserige Losungen auf und
hiilt sie entsprechend fest. Anscheinend wirkt dabei der im Querschnitt
sehr stark und vielfach eingeschnittene Umril der Oberfliche sehr
giinstig auf die Festhaltung der Fliissigkeit. Ein besonderer Vorteil
dieses Materials ist die schéne weifie Farbe, auf der sich die Objekte aus-
gezeichnet abheben. UnzweckmiBig ist es aber, die Zerkleinerung des
Materials durchzufiihren, weil zu kurze Stiickchen der Kunstfiden
natiirlich weniger gut feucht bleiben als lingere. Auf der anderen Seite
ist es aber bei lingeren Stiicken weit schwieriger, eine einigermalfien
glatte Oberfliche herzustellen. Ich versuchte zuniichst, das Material
durch Zerzupfen in trockenem Zustand gleichmiBig auf dem Boden der
Schale auszubreiten. Wenn das auch gelungen schien, so ergaben sich,
infolge eingetretener Zusammenballungen beim Aufquellen, doch be-
trichtliche Hohenunterschiede, was die Benutzung weniger angenehm
machte.

Ich versuchte daher zuniichst, gleichmiBig gestrecktes Material
auszubreiten, konnte das aber bei den zur Verwendung gelangenden
Abfillen verhiltnismiBig schwer erreichen. Eine Besserung lief8 sich
aber herbeifithren dadurch, daf ich mdglichst gleichmiBig hergestellte
Lagen angefeuchtet zunichst stark prefte und diese, nach der GroBe
der Petrischale zurecht geschnittenen flachen Kuchen einlegte und quellen
lieB. Damit bekam man eine wesentlich verbesserte glatte und weile
Fliiche, auf der die Objekte sich sehr gut halten lieflen. Es wire eine rein
technische Aufgabe anderer Stellen, solches Abfallmaterial in dieser
Beziehung maschinell zweckmifig zu formen. Was nun die Feucht-
haltung der Vistraabfille als Unterlagen betrifft, so ist hier allerdings
die Dauer nicht ganz so giinstig wie bei Torfunterlagen. Im allgemeinen

16*
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sind solche Boden in lingstens 4 bis 5 Monaten ausgetrocknet. Es
kommt allerdings darauf an, was man fiir Lésungen verwendet. Néhr-
bouillon z. B. hilt sich wesentlich linger als mineralische Losungen und
es kénnte allerdings bei Kulturen mit solchen Substanzen diese Unter-
lage besonders empfohlen werden. Ich habe jedenfalls Kulturen auch
mit Vistra 5 Monate gut zu halten vermocht.

Im AnschluB hieran sei bemerkt, daf ich auch Abfille von anderen
Kunstfasern zur Benutzung herangezogen habe. Es ist interessant, daf
sie je nach der Form der Kunstfaser zum Teil auch weniger gut geeignet
sind, weil sie die Feuchtigkeit, z. B. bei glatter Oberfliche, weniger gut
halten. Ebenso sind aber auf manchen Kunstfasern auch kiinstliche
Uberziige vorhanden, die die Feuchtigkeit weniger gut aufnehmen lassen,
wodurch auch schnellere Eintrocknung eintritt.

Es war urspriinglich die Absicht, eine umfangreiche Untersuchung
auf diesem Gebiet vorzunehmen und noch dadurch zu vertiefen, dafl
von den einzelnen als Unterlage benutzten Stoffen auch Analysen
beziiglich der in ihnen enthaltenen Stoffe hergestellt wurden. Diese
Untersuchung ist aber — unter meiner Leitung begonnen und erfolgreich
fast zu Ende gefilhrt — zu meinem groBen Bedauern dann liegen ge-
blieben und diirfte kaum mehr verstfentlicht werden. Der Kern ihres
Inhalts war aber der, daB jedenfalls sehr geringe Stoffmengen in den
betreffenden Béden von Beginn an vorhanden sein diirften, noch dazu
durch Auswaschung einigermafen sicher entfernt werden kénnen und
daB ihnen daher keine Rolle bei der Ernihrung selbst zufillt. Im ganzen
sind jedenfalls die hier erwéhnten und erprobten Unterlagen vielleicht
geeignet, einen Ersatz fiir Agar unter gewissen Umstéinden zu bieten,
eine Tatsache, die durchaus nicht nur mit Riicksicht auf die gegenwirtige
Zeit, sondern auch auf die Winsche nach lange feucht bleibenden
Kulturen, eine gewisse Bedeutung haben kann. 5
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Vitamine als vermehrungsbegrenzende Faktoren
bei Haematococcus pluvialis.
Von
Karl Ondratschek.
Mit 6 Textabbildungen.
(Eingegangen am 27. April 1940.)

In einer vorangegangenen Mitteilung (Ondratschek, 1940) wurde
gezeigt, daBl Haematococcus pluvialis bei Ziichtung in einer reinen
Mineralsalzlosung durch Ascorbinsiiure, in einer Nihrlésung mit organi-
scher Kohlenstoff- und Stickstoffquelle durch Aneurin in seiner Ver-
mehrung wesentlich geférdert wird. Bestimmte Versuche in der ge-
nannten Arbeit zeigten auf, daB die Zellenzahl durch die vermehrungs-
“fordernde Wirkung der beiden Vitamine innerhalb der ersten 8 bis
10 Tage der Versuchsdauer mehr oder minder rasch zunimmt, nach
diesem Zeitpunkt aber fast ginzlich unverindert bleibt.

s schien nun zweckmifig, erginzende Versuche dariiber anzu-
stellen, was das Absinken der Vermehrungsintensitét veranlaft. Nach
der obengenannten Mitteilung kamen im wesentlichen nur zwei Faktoren
in Frage: der véllige Verbrauch der anfinglich zugesetzten Vitamin-
mengen oder der durch Aufbrauchen der Nihrstoffe verursachte Mangel
an lebenswichtigen Verbindungen. Zur Klirung dieser Fragen wurden
die im folgenden geschilderten Versuche angestellt.

Ein Eingehen auf die Methodik kann hier unterbleiben, da alles Notige
in der genannten Mitteilung (Ondratschek, 1940) enthalten ist.

Zur Ziichtung in einer reinen Mineralsalzlosung wurde die folgende
Nabrlosung verwendet: KNO, 0,1%, K,HPO, 0,001 %, MgSO0, 0,001 %,
CaCl, 0,001% und FeCl, 0,0001%. Die Reaktion der Nihrlosung lag
24 Stunden nach der Sterilisation (= Zeitpunkt der Beimpfung) um pu = 7,0.

Um gleichzeitig die Kohlensiiureassimilation und die Aufnahme organi-
scher Nithrstoffe zu ermoglichen, deren gleichzeitiges Stattfinden in einer
folgenden Mitteilung behandelt werden soll, wurde die folgende Niihr-
l6sung verwendet: Na-Acetat 0,2%, Asparagin 0,1%, K,HPO, 0,0019%,
Mg S0, 0,001 %, CaCl, 0,001 % und FeCl; 0,0001 %. Reaktion um py = 7,0.

Zur Herbeifiihrung heterotropher Erniihrung wurde die gleiche Losung
wie oben verwendet, die Kulturen jedoch im Dunkeln gehalten.

Jede der genannten Nihrlosungen erhielt dann folgende Zusiitze:
Zu einem Teil der Nihrlosung kam 0,0001% Aneurin, zu einem anderen
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Teil 0,0001°9, Ascorbinsiure, und ein dritter Teil blieb ohne Zusatz zur
Kontrolle.

AR cus-Auf-
Die Beimpfung erfolgte mit einer homogenen Haematococcus Au

i ot . n Auf-
schwemmung derart, daB zu jedem Versuchsrohrchen 1 Tropfe
schwemmung mit ungefithr 25 Zellen zugesetzt wurde.

Innerhalb der ersten zehn Versuchstage nahm die Zahl der Zellen in
der Volumeinheit in der gleichen Weise zu, wie es in dc? voran-
gegangenen Arbeit aufgezeigt wurde. Nach 10 Tagen erfolgte ein neuer-
licher Zusatz von Vitaminen bzw. Nihrstoffen, und zwar derart, daB
zu je einem Teil der Rohrchen der drei genannten Vefsuchsé”'“prfe],1
Aneurin, zu je einem weiteren Teil Ascorbinsiure, zu je einem dri?ten 'lelll
Nihrstoffe zugesetzt wurden, alle in der gleichen Konzentration, wic
anfiinglich angewendet worden war. Ein je vierter Teil der Réhrchen
blieb ohne weiteren Zusatz. Nach weiteren 10 Tagen Versuchsdauer
ergab sich folgendes:

A. Bei Ziichtung in einer reinen Mineralsalzlosung am Licht.
1. Zellgemische anfangs mit Ascorbinsiure behandelt (Abb. 1).

Ein zweiter Zusatz von Ascorbinsiiure lieB die Vermehrung neuer-
dings ansteigen, bis nach 6 bis 8 Versuchstagen eine maximale Zellen-
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IneveriicherZusafz)
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E Mneralsalze Aneurin
& (neverhicher, [nevericherZusatz)
3 Zusarz), =
S
N 0 S —
N Ascorbinsaure
3 PELETIEHEr  (Fysafe 2u Versuchs-
] Zusatz Lbeginn)
]
S

_HKonlrolle (ohne Zusatz)

1 £y S e
§ N v wn B w
Versuchsdaver - lage

3

Abb. 1. Vermehrungsverlauf von occus pluvialis bei Ziichtung in reiner M
lésung mit Ascorbinsiiure.

zahl im emm erreicht war, welche durch weitere Zusitze des gleichen
Vitamins nicht mehr gesteigert werden kann. Ein Zusatz von Aneurin
am zehnten Versuchstage 1dBt jedoch nur unmerklich die Vermehrung
neuerlich ansteigen. Ebenso hat ein Zusatz von anorganischen Néahr-
salzen keine neuerliche, vermehrungsanregende Wirkung.
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‘2- Zellgemische anfinglich mit Anewrin behandelt (Abb. 2).
hede}:t]:n (ﬁsgfir]?illlséixll'ezlls;ntz am Z(}hr'lch: VCI'Sllc}lStﬂ,‘?’C bc\virkt.oinu
Tty i l;ei 7.<'1 )Ime dex: Ao.llenza}'l.l, die Ernteertrige sind von glm('l.ner
S zugeSet,Zuc, itung in einer L.osung, ('ler vom Anfang an As.corbm-
T Mjnem]g.{l, “a.l." Eine 'ncuerhche Belgabc von Aneurin, wie auch

salzen @ndert nichts an der Héhe des Ernteertrages.
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ermehrungsverlauf von Haematococeus pluvialis bei Zuchtung in reiner Mineralsalz-
losung mit Aneurin.

Abb. 2.

B. Bei Ziichtung in einer Nihrlosung mit Asparagin und Acetat
am Licht.
1. Zellgemische anfangs mit Ascorbinsdure behandelt (Abb. 3).
(o Innerhalb der ersten 10 Versuchstage steigt die Zellenzahl in der
iiblichen Weise an, ein am zehnten Tage erfolgter neuerlicher Zusatz

2000\ Aneurin
(neuerlicter,
1800 usatz)
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7400} /%5%_%3 (newerlicher Zusatz)
2Zusalz)
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(Zusalz zu Versuchs-
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R T I T A A A A
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Abb. 3. \‘cxn\rllru{lgswrluur von Haematococcus pluvialis bei Zichtung in Mineralsalzlosung
mit Asparagin und Acetat am Licht. Ascorbinsiiurezusatz.
\'01.1 Ascorbinsiure hat keinen vermehrungsfordernden EinfluB, eine
Beigabe von Aneurin hingegen 1aBt den Zellenertrag auf das Doppelte
ansteigen. Zusitze von Nihrstoffen (Asparagin, Acetat und Mineral-
salze) dndern nichts am vorhergehenden Zustand.
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2. Zellgemische anfinglich mit Aneurin behandelt (Abb.4).
Withrend der ersten 10 Versuchstage nimmt die Zahl der Ze"llen
im cmm in dhnlicher Weise zu, wie bei Ziichtung in der gleichen Nahr-
16sung mit Ascorbinsdure. Ein am zehnten Tage erfolgter Zusatz von
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Abb. 4. Vermehrungsverlauf von Haematococcus pluvialis bei Ziichtung in Mineralsalzlisung
mit Asparagin und Acctat am Licht. Anecurinzusatz.

Ascorbinsiure 1a8t jedoch die Individuenzahl neuerdings stark ansteigen.

Neuerliche Beigaben von Aneurin, wie auch von Nihrstoffen bleiben
ohne Erfolg.

C. Bei Ziichtung in einer Niihrlosung mit Asparagin und Acetat
im Dunkeln.

1. Zellgemische anfangs mit Ascorbinsiure behandelt (Abb. 5).

Wihrend der ersten 10 Tage der Versuchsdauer bewirkt Ascorbin-
sdure ein mafiges Ansteigen der Zellenzahl. Wird am zehnten Versuchs-
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Abb. 5. Vermehrungsverlauf von H talis bei h in M

mit Asparagin und Acetat im Dunkeln. Ascorbinsiiurezusatz.
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tage neuerdings Ascorbinsiure zugesetzt, so unterbleibt eine weitere

¥ : : S
Stexgerung, setzt man hingegen Aneurin zu, so nimmt die Zahl der
Zellen im cmm in starkem MaBe neuerdings zu. Ein Zusatz der iiblichen
Néhrstoffe bleibt auch hier ohne nennenswerten EinfluB.

2. Zellgemische anfinglich mit Anewrin behandelt (Abb. 6).

Die am zehnten Versuchstag zum Abflauen gelangte Vermehrung
wird durch einen Ascorbinsiurezusatz nicht mehr gesteigert. Setzt
man hingegen Aneurin neuerdings zu, dann tritt eine starke Zunahme

der Zellenzahl ein. Eine Beigabe von Nihrstoffen bleibt auch hier ohne
Wirkung.
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ADDb. 6. Vermehrungsverlauf von Haematococcus pluvialis bei Ziichtung in Mineralsalzlosung
mit Asparagin und Acetat im Dunkeln. Aneurinzusatz.

In einigen weiteren Versuchsreihen wurden die eben aufgezeigten
Verhiltnisse durch Bestimmungen des Trockengewichts der Ernte-
ertrige zusitzlich sichergestellt.

Zur Verwendung gelangten die gleichen Niihrlésungen und Vitamin-
zusitze wie eben besprochen. Die Versuche wurden mit 250 cem Losung
in 300-cem-Erlenmeyerkolben aus Schottglas Nr. 20 durchgefiihrt, die
Beimpfung erfolgte in gleicher Weise wie vorher. Jeder einzelne Versuch
wurde dreimal durchgefiihrt.

Die ersten nach 10 Versuchstagen durchgefithrten Trockengewichts-
bestimmungen hatten das folgende Ergebnis.

Tabelle I. Trockengewicht von Haematococcus pluvialis nach
zehntigiger Ziichtungineinerreinen MineralsalzlosungamLicht.

" Nithriosung || 1. Kolben 1 2. Kolben | 8. Koil;;an_lﬂ Mittel rﬁm:
Ohne Vitamin .......... [ 00142 | 00186 | 00162 | 00183 | —
Mit Ascorbinsaure ... ... | 01266 | 01302 | 0,1296 ‘ 0128 | 84
Mit Aneurin ........... | 00560 | 00592 | 0,0621 | 0,085¢ | 3.6
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Tabelle II. Trockengewicht von Haematoccocus pluvialis naqh
zehntigiger Zuchtung in einer Mineralsalzlésung mit Asparagin
und Acetat am Licht.

Niihrlgsung

[ 1. Kotwen | 2. Kolben | 8. Kolben | Mittel Taktor
Ohne Vitamin ... 00256 | 00248 | 0,0263 | 0022 | -
Mit Ascorbinsiure . 0,1685 0,1829 0,1765 | 0,1760 7,0
Mit Aneurin .... 0,1564 | 0,1694 0,1698 | 0,1652 6,7

Tabelle TII. Trockengewicht von Haematococous pluvialis nuqh
zehntigiger Ziichtung in einer Mineralsalzlésung mit Asparagin
und Acetat im Dunkeln.

P Niibing || 1. oten | 2. Kotben [ 3. Kolben | ttel o
Ohne Vitamin .......... 00076 | 0,0082 | 00062 | 00077 [ —

Mit Ascorbinsiure ...... | 0,0526 | 00426 | 0,0512 | 0,0488 63
Mit Aneurin ........... 0,1060 | 0,0987 | 0,0920 | 0,0989 | 12,9

Die nach weiteren 10 Tagen, also nach insgesamt 20tégiger Versuchs-
dauer durchgefiihrten Bestimmungen ergaben dann die folgenden
Trockengewichte.

Tabelle 1V, Trockengewicht von Haematococcus pluvialis nach
20tigiger Ziichtung in reiner Mineralsalzlésung am Licht.

Nithrlosung || 1. Eolben | 2. Kolben J 3. Kolben | Mittel Faktor

Ohne Vitamin ........ .. | 00146 | 00159 | o0162 | 00186 | —
Mit Ascorbinsiure, am 10. Tage Zusatz von:

Kein Zusatz ........... |l 0,1266 | 0,1310 | 0,1286 | 0,1287 | 8,2

Ascorbinsiure . . .| 02061 | 01989 | 01992 | 0.2014 13,0

Aneurin ....... .|| 00130 | 00136 | 00139 | 0,0135 | 87

Mineralsalzen | 00141 | 0,0136 | 00132 | 00136 | 87

Mit Anewrin, am 10. Tage Zusatz von:
Kein Zusatz I 0,0602 0,0696 | 0,0616 | 0,0604
Ascorbinsiure .. e “ 0,1246 | 0,1262 | 0,1241 0,1246
Aneurin ....... . Il 0,0626 0,0636 | 0,0629 | 0,0630 | S
Mineralsalzen . . . .|l 00611 | 00624 | 00613 | 0,0616 3,9

W= 00 0o
oww©

Tabelle V. Trockengewicht von Haematococcus pluvialis nach
20tigiger Ziichtung in einer Mineralsalzlésung mit Asparagin
und Acetat am Licht.

Ohne Vitamin

Niihrlgsung 7“&;1‘71.7 hoibenA]TKoﬁyc; Vgrl{olben | Mittel Faktor =
| 00284 [ 00276 | 00200 [ 00288 | —
it Ascorbinsiure, am 10. Tage Zusatz von:

Kein Zusatz 0,1812 0,1802 | 10,1831 | 0,815 | 64
Ascorbinsiure 0,2016 0,2112 | 0,2002 | 0,2043 | 74
1,6

6,9

Aneurin ..... .. ff 0,3261 | 0,3224 0,3241 0,3242 iall

0,1946 0,1960 0,1938 | 0,1950
Mit Anewrin, am 10. Tage Zusatz von:

Kein Zusatz 0,1656 | 0,1662 | 0,1676 | 0,166 | 5,9

Ascorbinsiure . . ©0,3368 | 0,3376 | 03372 | 0,3372 | 11,9

Aneurin ...... o 0,1702 [ 0,1720 0,1722 0,1715 6,1

0,1700 | 10,1689 0,1680 | 0,1690 6,0
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Tabelle VI. Trockengewicht von Haematococcus pluvialis nach
20tagiger Ziichtung in einer Mineralsalzlésung mit Asparagin
und Acetat im Dunkeln.

Niihrlosung

| 1 Kolven | 2. Kolven | 5. Kolben | Mittel | Faktor
Ohne Vitamin .......... | | 00082 | 0007 | 00088 | 00081 | —
Mit Ascorbinsaure, am 10. Tage Zusatz von:
Kein Zusatz ........... | 0,0600 0,0497 | 0,0606 0,06501 6,3
Ascorbinséiure 0,0562 0,0571 ! 0,0655 0,0563 7,0
Aneurin ..... .. 01210 | 0,1192 | 0,1196 | 0,1199 | 14,8
Mineralsalzen ........... | 00520 | 00509 | 00526 | 00518 6.4
Mit Aneurin, am 10. Tage Zusatz von:
Kein Zusatz 0,1006 | 0,0989 | 0,1019 0,1006 | 12,4
Ascorbinsiure 0,1065 0,1046 | 0,1075 0,1060 13,1
Aneurin i| 0,2104 0,2111 | 0,2109 0,2108 | 27,0
Mineralsalzen | 01102 | 01092 | 0,1098 | 0,097 | 13,5

Besprechung der Versuchsergebnisse.

In den vorstehenden Versuchsreihen konnte der Beweis dafiir
erbracht werden, dafl das Abnehmen der Vermehrung mit zunehmender
Versuchsdauer nur auf dem Verbrauch des zugesetzten Vitamins beruht.
Bei Ziichtung in einer reinen Mineralsalzlésung am Licht, wie auch in
einer Losung mit organischen Kohlenstoff- und Stickstoffquellen im
Dunkeln liegen die Verhiltnisse einfach : im ersteren Falle ist, wie frither
schon festgestellt, Ascorbinsiure der fiir die Vermehrung notwendige
Wachstumsfaktor. Die anfinglich zugesetzte Menge von 0,0001 9, ist
nach 8 bis 10 Tagen verbraucht, ein neuerlicher Zusatz des gleichen
Vitamins laBt die Vermehrung aufs neue ansteigen. Das gleiche gilt
auch fiir den oben an zweiter Stelle genannten Fall, namlich fiir Aneurin
bei Brnihrung mit organischen Stoffen.

Bei Ziichtung in reiner Mineralsalzlosung am Licht hat aber auch
Aneurin eine gewisse Wirkung, wenn auch die erzielten Ernteertrige
hinter den mit Ascorbinsiure erzielten betrichtlich zuriickbleiben. Ein
neuerlicher Zusatz von Aneurin am zehnten Tage hat aber keinen
weiteren vermehrungsfordernden EinfluB, hingegen laBt neuerlich
zugesetzte Ascorbinsiure die Vermehrung wiederum ansteigen.

Ganz gleich liegen die Verhiltnisse bei Ziichtung von Haematococcus
pluvialis in einer Nihrlésung mit organischer Kohlenstoff- und Stick-
stoffquelle und Ascorbinsiurezusatz im Dunkeln. Das C-Vitamin wirkt
auch hier nur schwach férdernd, ein weiterer Zusatz nach 10 Tagen ist
wirkungslos, nur ein Zusatz von Aneurin ist imstande, die Vcrmehrlmg
wieder ansteigen zu lassen.

Auch hier wiederum sehen wir, daB Ascorbinsiure der maB3gebende
Faktor bei der autotrophen, Aneurin bei der heterotrophen Emiihr\mgs
weise ist.
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Bei Ziichtung von Haematococcus pluvialis in einer Losung mit
organischen Nihrstoffen am Lichte, also unter ,,mixotrophen Be-
dingungen®, sehen wir hingegen eine ungefihr gleich starke Wirkung
von Ascorbinsiure und Aneurin. In beiden Fillen laBt sich der Ernte-
ertrag durch neuerliche Beigabe des gleichen Vitamins nicht mehr
steigern, wohl aber dann, wenn wir der urspriinglich ascorbinsdure-
haltigen Nihrlosung Aneurin, bzw. der anfinglich aneurinhaltigen
Losung Ascorbinsiure zufiigen. Dann bekommen wir in beiden Féllen
ein erneutes Ansteigen der Vermehrungskurve.

Zusammenfassung.

Es wird gezeigt, daB die Vermehrung allein von dem zur Ver-
tiigung stehenden Vitamin beeinfluBt wird. Ist dieses verbraucht,
dann kann nur ein neuerlicher Vitaminzusatz die Vermehrung wieder
ansteigen lassen. Ein weiterer Zusatz von Nihrsalzen hat keine Wirkung.

Literatur.

K. Ondratschek, diese Zeitschr. 11, 89, 1940. Hier weitere Literatur-
angaben.
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Aufnahmeéebedingungen.

I. Sachliche Anforderungen.

1. Der Inhalt der Arbeit mufi dem Gebiet der Zeitschrift angehoren.

2. Die Arbeit mufl wissenschaftlich wertvoll sein und Neues bringen. BloBe Bestitigungen
bereits anerkannter Befunde konnen, wenn iberhaupt, nur in kirzester Form aufgenommen
werden. Das gleiche gilt von Versuchen und Beobachtungen, die ein positives Resultat nicht
ergeben haben. Arbeiten rein referierenden Inhalts werden abgelehnt, vorliufige Mitteilungen
nur ausnahmsweise aufgenommen. Polemiken sind zu vermeiden, kurze Richtigstellung der
Tatbestinde ist zuliissig. Aufsitze spekulativen Inhalls sind nur dann geeignet, wenn sie
durch neue Gesichtspunkte die Forschung anregen.

II. Formelle Anforderungen.

1. Das Manuskript mufl leicht leserlich geschrieben sein. Die Abbildungsvorlagen sind
auf besonderen Blittern einzuliefern. Diktierte Arbeiten bedirfen der stilistischen Durch-
arbeitung zwecks Vermeidung von weitschweifiger und unsorgfaltiger Darstellung. Absatze
sind nur zuldssig, wenn sie neue Gedankenginge bezeichnen.

2. Die Arbeiten miissen kurz und in gutem Deutsch geschrieben sein. Arbeiten in den
anderen Kongrefisprachen kénnen nur aufgenommen werden, wenn es sich um die Mutter-
sprache des Autors handelt. Ausfihrliche historische Einleitungen sind zu vermeiden. Die
Fragestellung kann durch wenige Sitze klargelegt werden. Der Anschluff an [rihere Be-
handlungen des Themas ist durch Hinweis auf die letzten Literaturzusammenstellungen
(in Monographien, ,Ergebnissen®, Handbiichern) herzustellen.

3. Der Weg, auf dem die Ergebnisse gewonnen wurden, muf klar erkennbar sein; jedoch
hat eine ausfithrliche Darstellung der Methodik nur dann Wert, wenn sie wesentlich Neues
enthalt.

4. Jeder Arbeit ist eine kurze Z eine Seite) der wesentlichen
Ergebnisse anzufiigen, hingegen konnen besondere Inhaltsverzeichnisse fiir einzelne Arbeiten
nicht abgedruckt werden.

5. Von jeder Versuchsart bzw. jedem Tatsachenbestand ist in der Regel nur ein Protokoll
im Telegrammstil als Beispiel in knappster Form mitzuteilen. Das iibrige Beweismaterial
kann im Text oder, wenn dies nicht zu umgehen ist, in Tabellenform gebracht werden;
dabei missen aber umfangreiche tabellarische Zusammenstellungen unbedingt vermieden
werden 1).

6. Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu bcscllrfinl(czn Entscheidend fiir die
Frage, ob Bild oder Texl, ist im Zweifelsfall die l’lnl;crspnrnxs. Kurze, aber erschépfende
Figurenunterschrift eriibrigt nochmalige Beschreibung im '_I‘e)fh Fir jcdc.Versuchsm’t, jedes
Priparat ist nur ein gleichartiges Bild, Kurve u. i. zulassig. I_anulissxg ist die doppelte
Darstellung in Tabelle und Kurve. Farbige Bilder konnen nur in seltenen Ausnahmefillen
Aufnahme finden, auch wenn sie wichtig sind. Didaktische Gesichtspunkte bleiben hierbei
aufer Betracht, da die Aufsitze in den Archiven nicht von Anfingern gelesen werden.

7. Literaturangaben, die nur im Text beriicksichtigte Arbeiten enthalten diirfen, erfolgen
ohne Titel der Arbeit nur mit Band-, Seiten-, Jahreszahl. Titelangabe nur bei Biichern.

8. Die Beschreibung von Methodik, Protokollen und anderen weniger wichtigen Teilen
ist fiir Kleindruck vorzumerken. Die Lesbarkeit des Wesentlichen wird hierdurch gehoben.

9. Das Zerlegen einer Arbeit in mehrere Min’eilungen zwecks Erweckung des' Anscheins
groBerer Kiirze ist unzulissig.

10. Doppeltitel sind aus bibliographischen Grﬁndcn. un?rwﬁnscht. Das gilt insbesondere,
wenn die Autoren in Ober- und Untertitel einer Arbeit nicht die gleichen sind.

11. An Dissertationen, soweit deren Aufnahme iberhaupt zulissig erscheint, werden nach
Form und Inhalt dieselben Anforderungen gestellt wie an andere Arbeiten. Danksagungen
an Institutsleiter, Dozenten usw. werden nicht abgedruckt. Zulissig hingegen, sind einzeilige
FuBnoten mit der Mitteilung, wer die Arbeit angeregt und geleitet,'oder wer die Mittel dazu
gegeben hat. Festschriften, Habilitationsschriften und Monographien gehdren nicht in den
Rahmen einer Zeitschrift.

11 héck

ng

1) Es wird empfohlen, durch eine Fulnote darauf hinzuweisen, in welchem Institut das
gesamte Beweismaterial eingesehen oder angefordert werden kann.
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—

Die Entwicklung der Virusforschung und ihre Probl tik. — Morphol gie der
Virusarten. — Die Ziichtung der Virusarten auBerhalb ihrer Wirte, — Bio-
chemistry and biophysics of viruses
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G. M. Findlay, London, M. Haitinger, Wien, C. Hallauer, Bern, M. Kaiser,
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B. Inclusion bodies and their relationship to viruses. By G. M. Findlay
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