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Bei einer Un te r suehung  yon  F15ckchen Balebtschlamm im Dunkel -  
feld zogen immer  wieder di inne,  aus  diesen F15ekehen hervorragende 
F ~ t e n  maine Aufmerksamkei t  an t  sieh. Diese F~den  t rugen  an  ihrem 
Ende  e inen Knopf  yon  BakteriengrSBe. Es  fiel mir  auf, dab  yon  diesen 
F/~den im Hellfald n ichts  zu sehen war. Dam gleiehen merkwiirdigen 
Organismus bagagnate ieh spS~ter immer  in  meinen  Anre ieherungen  yon 
ni t r i f iz ierenden Bak te r i anL  

Ein  genaues Studium der Literatur lehrte, daf3 dieser Organismus 
wenig bekannt  geworden ist, obwohl er sehon 1897 von R u l l m a ~  entdeekt 
and  sparer yon Stu tzer  and  Hartleb ziemlieh gut besehrieben worden ist. 
Welter geht aus tier Literatur hervor, dab man diesem Organismus bei den 
Untersuehungen fiber Nitrifikation h~ufig begegnet ist ( R u l l m a s n  2, 
S tu tzer  und Hartleb a, Josh i  4, Fred  und Davenport  ~, P r o u t y  sund Gibbs 7). Aus 
den Untersuehungen yon Stu tzer  und  HartIeb, wie aus der weiteren Literatur, 
kann  man  ersehen, dal~ der 0rganismus ullgemein verbreitet ist. 

H y p h o m i c r o b i u m  hat zuerst R u l l m a n n  in seinen Nitrifikationsanhfiu- 
fungen gesehen. Well er anfangs meinte, dal~ dieses Bakterium Nitri- 
tierungsverm6gen hatte,  besehrieb er es unter  den Namen , ,Nitrosobacterium 
]ormae novae"'. R u l l m a n n  schiekte Wi nogr ads ky  ein Pr/~parat dieses Orga- 
nismus, um dessen Urteil fiber die merkwfirdige Wachstumsform zu ver- 
nehmen. Winogradsky  sehiekte R u l l m a n n  eine Photographie einer An- 
reieherung yon Nitrosomonas,  worauf aueh dieser Organismus vorkam, mit  der 
Mitteihmg, er finde diese Wachstumsform sehr merkwfirdig, k6nne aber 
keine ]~rkl~rung daffir finden. Soweit mir bekmmt, hat  Winogradslcy dem 
Organismus hie weitere Aufmerksamkeit gesehenkt. 

x Die vorliegende Arbeit ist eine vornehmlich in morphologiseher 
P~iehtnng weitergef/ihr~e Untersuehung, deren erste Ergebnisse mitgeteil~ 
sind in T.  Y .  K i n g m a  Bolt jes,  Onderzoekingen over nitrifieeerende Bacteri~n. 
Proefsehrift. Delft 1934. - -  ~ W.  R u l l m a ~ n ,  Centralbl. f. Bakt. II ,  3, 229, 
1897; 4, 152, 1898; 5, 716, 1899. - -  ~ A .  S tu tzer  1.1. R .  Hartleb, ebenda II ,  3, 
621, 1897; 5, 678, 1899; Mitt. landw. Inst.  Breslau 1, 75, 197, 1899. - -  
4 N .  V. Josh i ,  Memoirs of the Dep. of Argieult. in India 1, 86, 1915. - -  
5 E .  B .  Fred  u. A .  Davenport ,  Soil Science 11, 389, 1921. - -  s Chas. C. 
Prou ty ,  ebenda 28, 125, 1929. - -  ~ W.  21f. Gibbs, ebenda 8, 427, 1919. 
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Stutzer nnd Hartlsb meinten anfangs, daft dieser Organismns, dem sie 
regelm~ftig in ihren Nitrobacter-Anreicherungen begegneten, eine besondere 
Form ihres ,,Salpeterpilzes" sei. Auch sie hielten ihn lange Zeit fiir identisch 
mit  Nitrobacter nnd  hat ten  viel Miihe, ihn davon zn trennen. Nachdem 
ihnen dies gelungen war nnd  sie Reinznchten bekommen hatten,  bemerkten 
sie, dab ihre Vermntung nicht riehtig war. Sie nntersuchten nun  den 
Organismus, den sie Hyphomicrobium vulgare nannten,  eingehend. Sie fanden 
ihn in allen nntersuchten Erdproben mit  Nitrifizierungsverm6gen aus fast 
allen Teilen der "Welt. Well Hyphomicrobium immer in den Nitrobacter- 
Anh~ufungen vorkam, hielten sie es fiir nicht  ausgeschlossen, daf~ es irgend- 
wie die Nitrifikation begiinsti_ot. An Reinzuchten, die sie mit  ttilfe yon 
Nitri tagarplatten gewonnen hatten,  nntersnehten sie seinen Stoffwechsel. 

Anch Joshi sowie _Fred nnd Davenport begegneten dem Organismus in 
ihren nitrifizierenden Kulturen,  wie deutlich aus den yon itmen gegebenen 
Photographien hervorgeht. Weil sie ihn nicht  als Vertmreiniger ihrer 
Kul turen erkannt  haben, hielten sie ihre nitrifizierenden Kul turen fiir rein. 
Infolgedessen meinen sie, daft ihre nitrifizierenden Bakterien auch he~erotroph 
leben k6nnen, was jedoeh bekanntlieh nieht zutrifft. 

Prouty land in seinen nitrifizierenden Kul turen ebenfalls Hypho- 
microbium, das er nnter  allen Vertmreiniglmgen am schwersten yon Nitro- 
bacter t rennen konnte. 

Sehr wahrseheinlich hat  aneh Gibbs Hyphomicrobium in seinen nitri- 
fizierenden Kxlltnren gesehen, was aus seiner Ver6ffentlichnng allerdings 
nicht mit  Sicherheit hervorgeht. 

DaB Hyphomicrobium so oft in ni t r i f iz ierenden K u l t u r e n  gefunden 
wird, hgngt,  wie sparer erw~hnt  werden soll, mi t  den geringen An- 
spriichen dieses 0 rgan i smus  an  die Kohlens to f fnahrung  zusammen.  
Weil  es in der Kulturf lf issigkeit  ffir Nitrobacter genau so gut  wie dieses 
Bakte r ium w~chst, is t  es sehr schwierig, die beiden 0 rgan i smen  zu 
t r ennen .  Obwohl Hyphomicrobium schon ziemlieh ausfiihrlich yon 
Stutzer u n d  Hartleb un te r such t  wnrde, waren doch noch eingehendere 
Un te r suchungen  fiber seinen Stoffweehsel sowie seine Morphologie 
erwiinseht .  

Die Isolierung. 

Trotz der Anweisungen yon Stutzer und Hartleb machte mir die Isolierung 
yon Hyphomicrobium mehr Miihe als ieh erwartet hatte. In  den Kolonien, 
die ich auf Nitri tagarplatten erhielt, indem ich aus einer Nitrobacter-An- 
reieherung abstrieh, land ieh nie Bakterien mit  F~den. Die Ursache k6nnte 
sein, dab Hyphomicrobium auf diesen Pla t ten  nicht wachsen konnte, aber 
es ist aneh m6glich, da$ der Organismns noch zu wenig angereiehert war. 
Aueh Al~reicherungen in einem Na*rinmformiatmedinm, wie sie Stutzer und 
Hartleb angeben, waren anfangs erfolglos. Schliel~lieh gelang mir die Kultur,  
als ich yon einer ausgetroekneten Rohknltnr  yon Nitrobacter ansging. Aus 
diesem K61bchen wurden die gew6hnliehe Nitrobacter-~*ahrl6sung und eine 
solche mit  Zusatz yon hTatriumformiat beimpft. In  beiden entwiekelte sich 
der gesuchte Organismus gut. Auch sparer bestatigte sieh, daft Hypho- 
microbium Anstrocknen gut vertr~gt. Aus den obenerwghnten Xulturen 
wurde nun  auf Kiesels~nreplatten abgestrichen. Auf diesen Plat ten fand 
ich flache Kolonien, die yon Hyphomicrobiu~ gebildet sein nmftten, indem 
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ich unter  dem Mikroskop im Dunkelfeld zahlreiehe Bakterien mit  den 
typischen F/~den sah. Die Kolonien erreiehten einen Durchmesser yon 
0,5 bis 1 ram. Mit einem Pipet tchen w~rde eine Kolonie aufgesogen, in 
einen Tropfen steriles Wasser  ausgeblasen und schliel]lieh aufs neue auf 
einer Kieselsaureplat te  abgestrichen, auf der  sich dann derselbe Kolonien- 
typus  entwickelte.  Von diesen Kolonien wurden einige in die Nitrobacter- 
N~hrlSsung und in Peptonwasser  geimpft.  Von Entwicklung war in diesen 
Medien mi t  bloBem Auge nichts zu sehen; ein beimpftes K61behen sah 
h6chstens etwas t r i iber  aus als ein unbeimpftes.  

Bei mikroskopischer Untersuehnng stellte sieh aber heraus, dab Hypho- 
microbius~ vorziiglich gewachsen war. Aus dem K61behen mit  Peptonwasser  
wurde auf Peptonagar  abgestriehen. I n  den ersten 5 Tagen war mit  blo[~en 
Augen auf diesen P la t ten  nichts zu finden, unter  dem Mikroskop sah ich 

abet  deutl ieh winzige Kolonien, die 
naeh etwa 10 Tagen aueh mit  un- 
bewaffneten Angen zu sehen waren. 
Abb. 1 zeigt ~ltere Kolonien auf 
Peptonagar .  Aueh yon einer dieser 
P la t t en  wurde eine Kolonie zerteilt 
und aufs neue auf Peptonagar  ab- 
gestriehen. Die Pla t te  zeigte nut  
einen dem der vorigen Pla t te  gleiehen 
Kolonientypus,  so da2 ieh die erhal- 
tene Kul tur  fiir rein hal ten durfte. 

I m  Gegensa tz  zu Stutzer u n d  
Hc~rtleb muB ieh also schliet3en, 
d a b  Hyphomicrobium in Pep ton-  
wasser  und  au i  P e p t o n a g a r  gu t  
wS~ehst. Es s ieht  so aus,  als babe  

Abb. 1. r-fyphomicrobium. Alte Kolonien auf m&n i r i iher  dem io~ dieser  N/~hr- 
Pepton-Agar (Vergr. 85real). bSden zu wenig A u f m e r k s a m k e i t  

gesehenkt .  
Aueh  aus Nitrosomonas-Kulturen konn te  ieh mi t  Hilfe yon  Ni t r i t -  

a g a r p l a t t e n  Hyphomicrobi~m isolieren.  Sehliel31ieh zeigten sieh Tropfen  
yon  l angsam t ropfenden ,  wenig geb rauch ten  Wasse rh~hnen  als ein sehr  
geeignetes  Ausgangsmate r i a l .  W e n n  m a n  ein P r ~ p a r a t  yon solehen 
T rop i en  maeh t ,  f inder  m~n im Dunkel fe ld  fas t  immer  die  t yp i s ehen  
F o r m e n  yon  Hytohomic~obium, Das rege lmagige  u  d ieses  
Organismus  an  solehen Stel len wird d u t c h  die u n t e n  zu bespreehende  
A r t  des Stoffweehsels  wohl  einigermal3en vers tand l ieh .  Wil l  m a n  aus  
d iesen  Tropfen  Hyphomicrobium anre iehern ,  so b r ing t  m a n  sie am bes ten  
in das  N i t r i t m e d i u m  i i i r  Nitrobacter. 

Bei  den  U n t e r s u e h u n g e n  fiber den  Stoffweehsel  in g e i n k u l t u r e n  
yon  Hyphomicrobium ha t  sieh, den  Ergebn i s sen  Stutzers und  Hartlebs 
entspreehend ,  herausges te l l t ,  dab  dieser  Organismus  sehr  gu t  auf  
N a - F o r m i a t  als Kohlens tof fquel le  und  N i t r a t  als St iekstoffquel le  w/~ehst. 
Auf  d iesem NS~hrboden k a n n  m a n  Hyphom,icrobium sehr bequem er- 

ha l ten .  
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Der Stoffwechsel. 

Die Untersuehungen yon Stutzer und Hartleb geben kein klares Bild 
fiber den Stoffwechsel Hyphomicrobiums. Vor Mlem ist es anffMlend, dab 
dieser Organismns, naeh Stutzer und Hartleb, sehr gut in einer sehr reinen 
anorganischen Niihrl6sung mit Nitrat  als Sgickstoffquelle wachst. Aus 
der Tatsache, dal~ das Wachstum darin durch Zusatz von Carbonaten sehr 
verbessert wurde, schliel3en sie, nnter VorbehMt, daIa der Organismus zur 
Kohlensgnreassimilation befghigt sei. Dies ist indessen sehr unwahrscheinlieh, 
da es v6llig lmverstgndlich ist, woher Hyphomicrobium die ffir die Kohlen- 
s/inrereduktion ben6tig~e Energie nehmen sollte. Stutzer und Hartleb haben 
auch selber dieses Bedenken gegnlaert, und auch ihnen kommt es nieht tin- 
m6glieh vor, daft das Wachsgxm~ der Anwesenheit yon Spuren organischer 
S$offe zn verdanken sei. 

I ch  konnte  ebenfalls feststellen, dab der Organismus sich in 
Leitungswasser,  dem nu t  0 ,1% KMiumni t ra t  nnd  0 ,1% Dinatr ium- 
phosphat  zugesetzt  war, also in der erwghnten anorganisdhen Nghr-  
15sung, gu t  entwickelte.  Es stellte sigh aber heraus, dab ein Zusatz yon 
Nat r iumearbonat ,  der yon  Stutzer und Hartleb fiir unentbehr l ich ge- 
halten wurde, v611ig fiberfliissig ist. ]Die Kohlensgureassimilations- 
theorie wurde dadurch  noch weniger wahrscheinlich, und  man mugte  
sehon schliel~en, da~l~ das beobaehtete W a c h s t u m  auf  Kosten  organischer 
Stoffe s ta t tgefunden hatte,  die entweder aus dem Lei tungswasser  oder 
gus der Luf t  s t ammten .  

Der Versuch wurde deshalb in sorgfa.ltig gereinigten Quarzk61bchen 
wiederholt, wghrend fth" die Bereitung der Xghrl6sung Wasser, das in einer 
Quarzapparatur unter Zuffigung yon Permanganat und Schwefels~ture 
destilliert worden war, verwendet wnrde. Es wurden die folgenden wiederholt 
umkristMlisierten Salze zngeffigt : 0,05 ~ Natrimnchtorid, 0,05 ~ MagnesiLnn- 
sulfat, 0,001 ~o Ferrosulfat, 0,001 ~ KMinmehlorid und 0,1 ~ Dinatrium- 
phosphat. 

Nach  1~ Tagen konnte  festgestellt  werden, dab Hyphomicrobium 
sigh auch in dieser NghrlSsung gu t  entwiekelt  hat te.  Wir miissen da iaus  
also schliel~en, dab der Organismus yon den Spuren organischer Stoffe, 
die in der Luf t  vorhanden  sind, leben kann.  I n  dieser Hinsicht  gleicht 
Hyphomicrobium dem Bac. oligocarbophilus, den Bei]erinck und  van 
Detde~ 1903 isolierten, und  yon  dem sie zweifellos feststellten, dal3 er 
yon  den Spuren organi~eher Stoffe, die in der verunreinigten Luf t  
bewohnter  R~ume vorhanden  sind, waehsen kann.  

Als einmM best/ttigt war, dab Hyphomicrobium tats/~ehlieh yon 
Spuren organiseher Stoffe waehsen kann,  sehien es mir yon Be- 
deutung,  der Frage naehzugehen,  ob das in LSsungen mit  Pepton,  
l~ohrzueker und  fe t t sauren Salzen beobaehtete  W a e h s t u m  wirklieh auf 
Kosten  dieser organisehen Verbindungen s ta t tgefunden hat te .  I )azu 
mug ten  notwendig die Waehs tumsversuehe  in v611ig yon  organisehen 
Stoffen befreiter Luf t  wiederholt  werden. 

Es wurden dazu wieder QuarzkSlbehen und sehr reines Wasser ver- 
wendeg und die in Tabelle I angegebenen Salze nnd organisehen Ver- 
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bindungen zugesetzt. Die tt~lfte der K61bchen wurde in Exsikkatoren auf- 
gestellt, durch die langsam Luft geblasen wurde, die erst eine Waschflasche 
mi$ starker Schwefel- und Chroms~ure, dann  eine mi$ 20 % Kalilange ~md 
schliel~lich eine mit  destilliertem Wasser durchsSr6mte. Die le~zSe Flasehe 
diente nur  zur Befeuchtung der Luf~, well sons~ w~hrend des dreiw6chigen 
Versuchs die KOlbchen zu sehr austrock~en wiirden. Die l%6hre, durch die 
die Luft  aus dem Exsikkator entwich, war ebenfalls durch eine Waschflasche 
mit  Schwefel- und  Chroms~ure abgeschlossen, wodurch es ~mm6glich war, 
daI~ bei vorkommender Absperrung der Pref luf t  ungewaschene Luf~ zu- 
tre~en wfirde. Als Indikator  ffir die tats~chliche l~einheit der durch- 
geblasenen Luft wurde in diesem Versuch Bac. oligocarbophilus einbezogen, 
den ich ohne Miihe nach dem yon Bei]erinck angegebenen Verfahren aus 
Gartenerde isolieren kon~e .  Die KSlbchen mit  den verschiedenen ~Khr- 
16sungen wurden wie folgt fiber sechs Exsikka$oren verteil~. I n  Exsikka~or I 
die KOlbchen 1, 11, 13 ; in I I  4 und  14; in I I I  6 und  16; in IV 10; in V 5, 7, 15; 
in VI 2, 3, 8, 9, 12. I n  allen Exsikka~oren, ausgenommen in IV, war also 
auch Bac. oligocarbophilus vorhanden. 

Tabelle I. E in f lu l~  y o n  R e i n i g u n g  de r  L u f t  a u f  d ie  E n t w i c k l u n g  
y o n  I - I y p h o m i c r o b i u m  v u l g a r e  u n d  B a c i l l u s  o l i g o c a r b o p h i l u s .  

Wachstum in Wachstum 
nicht gereinig- in gereinigter Medium stamml(isung*, der zugefiigt wurde: ter Luft (n~ch Luft (nach 

Nr. 3 Wochen) 3 Wochen) 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

11 
12 
13 
14 
15 
16 

d 

0,1% (NtI~)28 04 . . . . . . . . . .  
0,1% KN0~ . . . . . . . . . . . .  
0,1% Na-Formiat . . . . . . . . .  
0,1% ~a-Formiat --I- 0,1% (~H~)~S0~ 
071% Na-Formiat ~- 0,1% KN03 . . 
0,1% NH4-Formiat . . . . . . . . .  
0,1% Na-Acetat -~ 0,1% (NH4).2S04 �9 
0,1% Rohrzucker-I- 0,1% (51H4)~S04 
0,1% Asparagin . . . . . . . . . .  

0,1% (NH4)2S0t . . . . . . . . . .  
0,1% KN03 . . . . . . . . . . . .  
0,1% Na-Formiat . . . . . . . . .  
0,1% NH4-Formiat . . . . . . . . .  
0 , l% Na-Formiat -b 0,l % KNO~ . . 

Hyphomicro bium vulgate. 
m~fiig 

gut 

sehr gut 

gut 
7~ 

mi~l~ig 

kein 
~7 

sehr schwach 
sehr gut 

7? 7? 

"gut " 
kein 

Bacillus oligocarbophilus: 
gut kein 

77 

77 77 

77 

]ehr reines Wasser + 0,10]0 " Na2HP0~ § 0,050/0 NaCI + 0,05010 MgS0~ + 0,0010/0 
FeS04 + 0,0010]0 KC1. 

Die Ergebnisse des Versuchs gibt  Tabelle I .  Aus der Tatsache,  d a f  
Bac. oligocarbophilus in  keinem der Exsikl~atoren gewachsen war, 
wi~hrend er sich in  an  der no rma lcn  Luf t  gehal tenen  K6lbchen  gut  ent-  
wiekelte, geht  hervor, d a f  die durehgeblasene Luf t  ta ts~chlich von 
jeder  Spur  organischer Stoffe gereinigt  war. W e n n  also Hyphomicro- 
bium in  den Exsikkatork61bchen gewachsen ist, so m u f  dies den  zu- 
gesetzten organischen Verb indungen  zu ve rdanken  sein. Wir  sehen, daft 
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Hyphomicrobium sich auf Kosten einiger fettsaurer Salze wie Formiat 
und Acetat entwickeln kann, nicht aber auf Rohrzucker oder Asparagin. 
Da~ in der stiekstofffreien Ns 4 in der gereinigten Luft ein 
sehwaehes Wachstum aufgetreten ist, wird wahrscheinlich durch die 
Spuren yon Stiekstoffverbindungen ermSglicht worden sein, die noch 
in dieser LSsung anwesend waren. 

Aus den obenerwi~hnten Versuehen geht also hervor, daB, im 
Gegensatz zu Bac. oligocarbophilus, Hyphomicrobium einige einfache 
Kohlenstoffverbindungen anzugreifen vermag, da~ dagegen Rohrzucker 
und Asparagin ungeeignete Kohlenstoffquellen sind, aber das Wachstum 
auf Kosten der organischen Verbindungen der Luft keineswegs be- 
hindern. Es ist nicht klar, weshalb Stutzer und Hartleb bei Anwesenheit 
yon Rohrzucker kein Wachstum gefunden haben. Vielleicht ist der 
pH-Wert der yon ihnen verwendeten Ns daran schuld gewesen, 
da Hyphomicrobium schon durch eine sehr schwache Azidit~t merkbar 
in seinem Wachstum gehemmt wird. Da~ die beiden Autoren anderer- 
seits so giinstige Ergebnisse in ihrer Asparaginn/~hrl6sung erhalten, 
mu]3 vielleicht der geringeren Reinheit des yon ihnen verwendeten 
Pr~parats zugeschrieben werden; das yon mir verwendete Asparagin 
war sorgfi~ltig einige Male umkristallisiert worden. 

Die Entdeckung yon Bac. oligocarbophilus durch Bei]erinck und 
van Delden hat uns zum ersten Male mit einem fiir die biologische 
Reinigung der Luft in Frage kommenden Organismus bekannt gemacht; 
die oben beschriebenen Versuche lassen keinen Zweifel, dal3 aueh 
Hyphomicrobium vulgate diese Eigenschaft zugeschrieben werden mul3. 

Die Morphologie. 

Wie wir schon gesehen, besteht die Merkwiirdigkeit dieses Orga, 
nismus darin, dal3 er eine submikroskopische Wachstumsform hat, die 

Abb. 2. Hyphomicrobium. Schwach  gebeizt  und gefarb t  mi t  Carbolfuchsin (Vergr. 1700real). 
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im I-Iellfeld nicht zu sehen ist. Dieser Umstand wird sicher dazu bei- 
getragen haben, dab er so wenig bekannt  geworden ist. Neben der 
Dunkelfeldbeleuchtung macht  nur Fgrbung, z .B .  mit  Carbolfuchsin, 
die F/~den sichtbar, besonders wenn man sie zuvor schwach mit  
Zettnow-Beize gebeizt hat  (Abb. 2). 

Wenn man Hyphomicrobium im 

Abb. 8. Ityphomicrobium in Peptonwasser. 
Kardioid Kond.; Apochr. ~X~; Komp. Ok. 

20 real (gergr. 1400real). 

Dunkelfeld besieht, so fi~llt es 
gleich auf, dab die Form sehr 
s tark abh~ngt yon der Art  des 
verwendeten Kulturmediums.  In  
Peptonwasser, in Kulturen auf 
festen N~hrbSden und in An- 
h~ufungen yon Nitrobacter zeigt 
Hyphomicrobium nur kurzc F/~den 
(Abb. 3). Viel st/~rker ist das 
Wachstum in der obenerw/ihnten 
Natriumformiatn/~hrlSsung, wie 
man aus Abb. 4 und 5 ersieht. 
Die submikroskopischen F~den 
wachsen hier erstaunhch lang aus 
und zeigen bisweilen wahre Ver- 
zweigungen. 

Wie schon erw/ihnt, ist yon 
diesen F~den im gellfeld nichts 

Abb. 4. ttyphomicrobium (unscharf eingestellt). Aplan. Kond.; Apochr. N.A. 1,4; 
Komp. Ok. 12real (u 1400maI). 
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Abb. 5. Hyphomicrobi~rn. Kardio id  Kond . ;  Apochr.  ~X ~ ; Kemp. Ok. 20real (u  1400mal). 

zu sehen, iXTur bei unscharfer 
Einstetlung (Abb. 4) kann man 
im I-[ellfeld die Andeutung der 
Faden erkennen. Bei direkter 
mikroskopischer Beobachtung 
kann man die Fi~den noch weniger 
unterscheiden als auf der Auf- 
nahme. 

Was ist nun die Bedeutung 
dieser F/~den ? Eine Antwort  auf 
diese Frage bekommt  man am 
leichtesten durch Vergleich yon 
Kul turen verschiedenen Alters. 
Einige Tage nach der Impfung 
sieht man haupts/~chlich sich 
lebhaft bewegende Zellen ohne 

Abb.6.  Hyphornicrob~um. Zettnow-GeiBelf~rbung. 
(Vergr. 1700 real.) 

F/~den. Nach einiger Zeit n immt ihre Zahl ab, und an vielen 
der zur Ruhe gekommenen Organismen, aber auch schon bei 
einigen noch beweglichen Zellen, sieht man einen kurzen ~aden.  
Weft Faden und Zelle ein starres Ganzes bilden, dient der Faden 
zweifellos nieht zur Bewegung. Auf Abb. 6, we es gelungen ist, 
an einzelnen Zellen die GeiBel sichtbar zu maehen, ist deutlich der 
Unterschied zwischen GeiBel und Faden zu sehen. Beim Altern sieht 

Archly  fiia" Mikrobiologie. Bd. 6. ] 4  
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man  in vielen Fgllen auch an  dem anderen Ende  des Fadens  eine Zelle 
entstehen.  Die Gr6Be der neuen  Zelle schwankt  yon  der eines k a u m  
sichtbaren Knopfes  bis zu der  eines normalen,  erwaehsenen Exemplars .  
Daraus  wurde geschlossen, dab  hier nicht  Kopula t ion  s tat t f indet ,  wie 
man  zuers t  meinen k6nnte,  sondern dM] an dem freien Fadenende  eine 
neue Zelle auswgehst .  I m p f t  m a n  eine Kul tu r  in diesem Stadium fiber, 
so sieht m a n  zuerst  wieder haupts~chlich freie, bewegliche Zellen, e i n e  
Tatsache,  die darauf  hinweist, dab die an  den F~den si tzenden 
Zellen sich gel6st haben.  Allerdings k6nnten  auch noeh auf  andere 
Weise, z . B .  durch  normale  Tei|ung, neue Zellen en t s t anden  sein; falls 
jedoeh die Ze]len sich tats~chlieh yon  dem F a d e n  gel6st haben, wird man  
sehlieBen k6nnen,  dab die Fadenbi ldung  bei der Vermehrung eine 
wesentliche Rolle spielt. 

Stutzer nnd Hartleb, die ebenfalls versueht haben, die Entwieklnng yon 
Hyphomivrobium zu verfolgen, kamen im allgemeinen zu den gleichen 
Ergebnissen. Henrici and Johnson 1 wollen aber, allerdings nur  auf Grtmd 
der vorliegenden Literatur, in den Fgden nur ein Befestigungsmittel sehen- 
l~eue Griinde werden fiir diese Ansieht jedoch nieht angefiihrt. 

Die einzige MSglichkeit, dem Zweifel ein Ende  zu machen,  lag in 
der unmit te lbaren  Beobach tung  des Wachsens der einzelnen Zellen. 
Selbstverstgndlich ist  dabei  die Dunkelfeldbeleuchtung unentbehrl ieh.  

Urn bei der Isolier~mg der zu beobachtenden Zelien in d~r l~e~chtkarnmer 
genfigend Bewegungsfreiheif zu haben, muBte der I)unkelfeldkondensor 
eine Brennweite yon mindestens 4 mm besitzen. Der yon Zeiss fiir solche 
Zwecke gelieferte Pr&parierkondensor entsprieht zwar dieser Anforderung, 
aber seine nnmerisehe Apertnr (0,7 bis 0,8) war zu klein, ats dab man mit 
einem Objektiv yon geniigendem Aufl6snngsvermSgen ein gutes Dunkelfeld 
bekam. Bei einem Objektiv, dessert num- A10. 0,4 iibersteigt, bekommt man 
sehon kein gut#s Dunkelfeld mehr. Wegen des winzigen Durchmessers der 
Hyphomicrobium-Fgden verwendet man besser ein Objektiv mit etwas 
gr6Berem Aufl6sungsvermSgen. ICh daehte dann an den grol~en Gas- 
kondensor 2 yon Zeiss (Nr. 114521, num. Ap. 0,96 bis 0,98), der sich tat-  
s~ehlich fiir diesen Zweek als sehr geeignet erwies. Verwendet man diesen 
Kondensor zusammen mit  dem Apochromat , ,X" - -  einer ()limmersion, 
ausgestattet mit Irisdiaphragma - -  und Kompensationsokular 20 x ,  so 
kann man ciie Hyphomicrobium-F~den sehr gut  in dem hi~ngenden Tropfen 
sehen. Eine 5 Amp. Weehselstrombogenlampe diente als Lichtquelle. 

Von einer Suspension yon  Hyphomicrobiu~a im Nghrmed ium mit  
l~at r iumformiat  wurden  mit  Hilfe des Mikromanipulators  kleine 
Tropfen auf  ein Deekglas ausgesetzt ,  das dann  auf  eine Glaskammer  
gelegt wurde, in der  etwas feuehtes Filtrierpapier war, dami t  die Tropfen 

1 A. T. Henrici u..Delia E. JohnsoN, J. of Bact. 80, 61, 1935. - -  ~ Mit 
diesem Gaskondensor kann man auch in der Bakterienz~hlkammer yon 
Reichert ein Dunkelfeld bekommen. Mit dam Objektiv D nnd Kemp. 
Ok. 20 x unterscheidet man dann die Bakterien sehr gut;  auch die Ver- 
teilung ist gut sichtbar. 
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n ich t  aus t rockneten .  Das Ganze wurde un te r  das Mikroskop gelegt u n d  

alles mi t  der  Bogenlampe in  e inem R a u m  yon 30 ~ C aufgestell t .  Zu 

meinem Bedaue rn  kam in  keinem der Tropfen aueh n u r  ein einziges 

Bak te r ium zu Entwicklung ,  selbst  n ieh t  nach  tage langem War ten .  
Die Ursache ls sieh schwer ve rmuten .  

Zun~chst nahm ich an, dal~ das Wachstum infolge der starken Be- 
leuchtung ausblieb, obwohl ich vor der Lampe eine Kfivette mit  Kupfer- 
sulfatlSsung und  eine mit  Aurantiagelbl6sung (welches Filter alles Licht 
unter  5100 A absorbiert) gestellt hatte. Um fiber die Sch~dlichkeit tier 
Beleueht~ng Auskunft  zu erhalten, brachte ich auf die Deckglhser zweier 
feuchter Kammern  ein Stfickchen Formiatagar und  beimpfte beide mit  
Hyphomicrobium. Die K~mmerchen wurden geschlossen und das eine 
wurde durch die Dunkelfeldkondensor nach jeder Stunde einige Minuten 
beleuchtet, wi~hrend das andere nicht beleuchtet wurde. Das Wachstum 
war in beiden F~illen dasselbe. Es muI~ also aus einer anderen Ursache das 
Wachstum in den Tropfen unterbl ieben sein. 

Weft das Wachstum auf Agar sehr gut ist, versuchte ieh, auf die Deck- 
gl~ser so dfinne Agarschichten zu legen, dai~ ich dutch die Schicht hindurch 
Hyphomicrobium mit der ()limmersion beobachten konnte. Dies war ziemlich 
leicht : Das Deckglas wurde in eine Petri-Schale schr~g hingelegt, die Ober- 
fl~che zwecks Sterilisation flambiert and  das ganze so fiber ein kochendes 
Wasserbad gesetzt, da2 es gteichm~tl3ig erhitzt wurde. Dann wurden auf 
das Deckglas einige Tropfen des mSglichst hei~en Formiatagars aufgetragen. 
Das fiberflfissige Agar wurde sp/iter mit  einem Gillette-Messer weggeschnitten. 
Zur Beseitigung der bei der Dankelfeldbeleuchtung wegen ihrer starken 
Lichtausstrahl~ngen stSrenden mikroskopischen AgarkSrnehen wurde das 
Formiatagar vorher mit  Eiweil~ gekl~rt. Um dem Austrocknen der dfinnen 
Agarschicht wi~hrend des Yersuchs vorzubeugen, wurden ringsum, und teil- 
weise auch fiber die Schicht, Formiatagarstreifen gelegt. Auf die in der Mitre 
frei gebliebene diinne Schicht wurde ein TrSpfchen der flfissigen Kul tur  
aufgetragen ~nd mit  dem Fla t indraht  ausgestrichen. Dann wurde das 
K~mmerchen geschlossen. Ein  solches K~immerchen besteht aus einer 
kupfernen Leiste yon 40 • 50 ram, 0,3 mm hoch mit  De Khotinslcy-Zement 
auf Glas gekittet. Das Kiimmerchen mul~ so grol~ sein, well der Durchmesser 
des aus dem Dunkelfeldkondensor tretenden Lichtkegels ziemlich grol3 ist. 
Das Mikroskop wurde in einem kleinen Erw~rmungsschrank von Zeiss 
aufgestetlt,, der es erm6glicht, das Objekt bei der gewfinschten Temperatur, 
in diesem Falle 280 C, zu hal~en, ohne dai3 die visuelle Beobachtung ge- 
hindert  wird. Die Beleuchtung geschah mittels einer 5 Amp. Gleichstrom- 
bogenlampe. 

Alle 2 Stunden wurde eine Aufnahme des Pr~parats gemacht mit  dem 
photographischen Okular , ,Phoku" von Zeiss auf Wellington-Ortho-Process- 
Platten.  Obwohl diese zu Reproduktionszwecken viel verwendeten Plat ten 
wenig empfindlich sind, stellte sich herans, daI~ sie ffir das yon mir verwendete 
gelbgriine Licht viel empfindlicher sind als ultrarapides ~nd panchromatisches 
Material. Die Beleuchtungsdauer war 3 Minuten, die Vergr6i3erung auf dem 
Negativ 300 •  Zur n~theren Untersuchang der Aufnahmen wurden 5 • 
vergr613erte 1)ositive gemacht. 

Die erste  Aufnahme  geschah ungefi ihr  1 S tunde  nach  der Be- 
impfung,  die zweite e twa 14 S t u n d e n  spi~ter. Die bier  wiedergegebene 
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Abb. 7. 

Abb. 8. 

Abb, 9. 

Bilderreihe (Abb. 7 bis 11, 
VergrSBerung 1000 real) 
stellt den Anfang einer 
Reihe yon 24 Aufnahmen 
dar. Sie bildet keine vSllig 
zusammenhiingende Reihe, 
da zwecks Raumersparnis  
die meisten Aufnahmen 
weggelassen sind. Zwischen 
Abb. 8 und 9 und zwischen 
Abb. 9 und 10 liegen jedes- 
real 4 Stunden. In  der 
Mitre der Bilder liegt eine 
Zelle mit  zwei F~den, eine 
Besonderheit, die aber die 
Orientierung im Bflde 
erleichtert. In  Abb. 7 
liegen nur zwei Zellen mit  
Faden. Auf dem ni~chsten, 
14 Stunden sparer aufge- 
nommenen Bilde (Abb. 8) 
sieht man schon deutlich, 
dab Wachstum stattge- 
funden hat. Es sind nicht 
nur die Zellen gewachsen, 
sondern auch ihre Kon- 
t u r en  sind sch~irfer ge- 
worden. I n  vielen Fiillen 
sieht man, d a ]  sich am 
Pol, dem Faden gegenfiber, 
ein s tark  lichtbrechender 
Punkt  befindet. Auf Abb. 2 
sieht man  in manchen 
Zellen, dab dieser am Pol 
liegende Punkt  sich starker 
gefarbt h~t als der iibrige 
Teil der Zelle. Man be- 
kommt  den Eindruck, als 
habe sich das Protoplasma 
an einem Pol zusammen- 
gezogen. Auf Abb. 9 sieht 
man deutlich, dab die 
Tochterzellen erheblich ge- 
wachsen sind. Am bemer- 
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kenswertesten ist aber, dal~ die Tochterzelle des rechten Fadens der 
dopioelgestielten Zelle verschwunden ist. Auf Abb. 10 ist an ihrer 
Stelle eine neue Tochterzelle gewachsen. 

I m  ganzen sah ich an diesem rechten Faden acht neue Zellen ent- 
stehen im Laufe yon 
40 Stunden. 

Diese Wachstumser-  
scheinungen verfolgte ich 
bei 27 Zellen, und bei 
allen wurde nach dem Ver- 
schwinden einer Tochter- 
zelle wieder eine neue Zelle 
gebildet. Durchschnittlieh 
lagen zwischen der Ab- 
trennung zweier junger 
Zellen 5 his 6 Stunden. Ich 
habe die Trennung mehr- 
reals beobachten kSnnen. 

Abb. 10. 
Dureh heftiges Zucken, 
Schwenken und Wirbeln 
mit dem freien Ende ver- 
sucht die Zelle sich los- 
zureil~en. Oft dauert  der 
Kampf  l~nger als 1 Stunde, 
und die Zelle macht  5fters 
eine Pause, um dann mit  
erneuten Kr/~ften wieder 
anzufangen. Ha t  sie sich 
einmal gel6st, so schwimmt 
sic schnell davon. Die jun- 
gen Zellen kommen nach 
einiger Zeit zur Ruhe;  
dann f/~ngt die eben ge- 
sehilderte Entwieklung aufs Abb. 11. 
neue an. Aus der Tat- 
sache, da6 die Tochterzelle sich so Iebhaft bewegt, kSnnen wh" 
schlieBen, dal~ die Geil3el sich am freien Pol befinden muB. SehlieBlich 
war das Gesichtsfeld so yon dem Organismus erfiillt, dab ich den 
Versuch beendigen muBte. Daher konnte ich leider nicht feststellen, 
wie oft der Vorgang der Tochterzellenbildung sich wiederholen kann. 
Ich untersuchte die Bilder sehr sorgf/~ltig, folgte der En~wieklung 
jeder Zelle und sah, dab sie immer auf die geschilderte Weise vor sieh ging. 

Besonders achtete ich darauf, ob ich vielleicht einen Fall yon 
normaler Vermehrung dutch Querteilung auffinden konnte. Stutzer 
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und Hartleb glaubten n/~mlich, dab Hyphomicrobium sich auch noch 
durch normale Teilung vermehre, was aber aus den Abbildungen, aus 
denen sie dies schlieBen, keineswegs iiberzeugend hervorgeht.  Anfangs 
schien mir die normale Teilung nicht ausgeschlossen zu sein, weft nut  so 
erkl/~rlich schien, weshalb junge Kulturen vorwiegend fadenlose be- 
wegliche Zellen enthalten. Dies wird jedoch genfigend erkl/~rt durch die 
Tatsache, dab jede Mutterzelle eine Reihe yon Tochterzellen erzeugt. 

Obgleich es mir fast  sicher schien, dab bei Hyphomicrobium kcine 
normale Querteilung stattfindet,  stellte ich doch zur Sicherheit einen 

Abb. 12. 

neuen Wachstumsversuch an, der jedoch mi~lang, well das Agar soviel 
Wasser auspre~te, dab das Pr~parat  verschwamm. Als der dritte 
Versuch aus demselben Grunde zu mil]lingen drohte, versuchte ich ihn 
zu retten, indem ich mit  Ffltrierpapier das iiberflfissige Wasser wegnahm, 
was tatsiichlich Erfolg hatte.  Die Entwicklung dieses Prgparats  wurde 
w~hrend 36 Stunden verfolgt und in einer Reihe yon 14 Bildern fest- 
gelegt, yon denen hier einige wiedergegeben sind. 

Wenn man die ersten Bilder beobachtet  (Abb. 12 und 13, Vergr. 
1000real), findet man ganz die oben beschriebene Entwicklung 
wieder. Genau wie im vorigen Versuch sieht man an den noch un- 
gestielten Zellen einen Faden entstehen, woran dann eine neue 
Zelle w~chst. Ansta t t  fortzuschwimmen bleibt bier aber die neue 
Zelle ]iegen und wird breiter. I n  vielen F~llen sieht es so aus, als 
teile sich die Zelle in der Li~nge. Nach einiger Zeit wi~chst an der 
verbreiterten :B~sis ein zweiter Faden dem ersten parallel. Am Ende 
des neuen Fadens entsteht  wieder eine neue Zelle, man verfolge 
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z .B.  Zelle Nr. 11. Dieses abweichende Benehmen hat seinen Grund 
darin, dal~ die Platte so trocken war, dal~ es den jungen Zellen unm6glich 
war fortzuschwimmen. DaB die Bewegungslosigkeit eines Teiles der 
Zellen wirkheh in Trockenheit seine Ursaehe hatte, ersah ich daraus, 
dal~ es an anderen Stellen des Pr/~parats lebhaft schwimmende Zellen 
gab. Gelangen diese Zellen zu nahe an die R/~nder der V~Tassertropfen, so 
konnten sie nicht welter kommen und mui~ten zurfick. Auf den Photo- 
graphien kamen auch einige nasse Stellen vor, und man sah, d~l~ da 
jede neue Zelle fortschwamm, genau wie im vorigen Pri~parat. 

Abb. 13. 

Aus der Tatsache, dab die Tochterzellen nur dort neue F&den 
bilden, wo sie am Mutterfaden festsitzen, diirfen wir sch]ief~en, dab sie 
alas nur an dem Polder  Geil~el gegenfiber vermSgen. Mitten auf Abb. 6 
liegt eine Zelle, wo man den Anfang der Fadenbildung schon spiirt, und 
auch hier vollzieht sich dies am geiBelfreien Pol. Es entstehen auf 
diese Weise sehr komplizierte Gebilde, die scheinbar ein Ganzes dar- 
stellen. Es stellte sich bei n/~herer Betrachtung aber heraus, dab dies 
eine optische T/~uschung ist 2. Wenn man n~mhch mit Hilfe des Mikro- 

1 I)ie Nummern der Zellen sind in Abb. 15 markiert. --  2 Es isZ ein 
Nachteil der Dunkelfeldbeleuchtung, dag sie oft ein fatsches Bild gibt. 
liar man z.B. in einem Pr/~parat yon st~bchenfOrmigen Bakterien zwei 
Individuen, die gekreuzt liegen, oder liegt das Ende des einen Bak%eri~ms 
der Seite der anderen an, so ist oft an der Stelle der Berilhrung die Zellwand 
gar nicht mehr zu sehen oder nur sehr sehwaeh, und es macht den Eindruck, 
als liege bier wahre Verzweigung vor. 
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manipulators mit  einem sehr feinen Glasdraht das Gebilde berfihrt, so 
f~llt es beim leichtesten Anstol~ in mehrere normale, oft noch bewegliche 
Zellen auseinander. 

Abb. 14. 

Abb. 15. 

Es fragt sich nun, was eigentlich bei der Entwicklung auf den 
trockenen Stellen vor sich geht. Bei n~herer. Beobachtung meiner 
Bilder fielen mir einige Zellen auf, bei denen ich keine Verbreiterung 
feststellen konnte. Bei diesen sah ich neben der Zelle (oft im Anfang 
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sehr undeuttich) einen kleinen Punkt,  der allmahlich zu einer normalen 
Zelle auswuchs. Vgl. Abb. 14, Nr. 2, Abb. 16, Nr. 3, 4, 5 und 6, Abb. 17, 
l~r. 7 und 8. 

Abb. 16. 

Abb. 17. 

Auch in anderen Prapara ten habe ich diese Verin~hrungsweise 
deutlich beobachten kSnnen. Bei Nr. 2 sieht man spa~er, wie zwischen 
zwei Zellen noch eine drit te gebildet wird. Man kSnnte sagen, da2 hier 
Vermehrung durch Spro~bildung stattfindet.  Es kommt  mir sehr wahr- 

14" 
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scheinlich vor, dab bei den Zellen, die sieh seheinbar verbreitern, dasselbe 
vorgeht. Der SproB ist dann unsiehtbar geblieben, weft er an der Unter- 
seite der Mutterzelle ents tanden ist. Die neue Zelle wird aueh erwachsen 
nicht vSllig sichtbar, und so sieht es aus, als babe die Mutterzelle sich 
verbreitert .  In  einzelnen l~/~llen (Abb. 15, Nr. 9), wo die verbreiterte 
Zelle mehr  oder weniger deutlich aus zwei Zellen besteht, seheint es 
manchmal,  als habe eine Teilung nach der L~ngsachse stattgefunden. 
Auf Grund der vorhergehenden Ausfiihrungen kommt  mir dies sehr 
unwahrseheinlich vor. 

Abb. 18. 

Weitere Untersuchung der Photographien gab keine neuen Gesiehts- 
punkte  mehr. Irgendwelehe Belege fiir normale Teilung waren nieht 
aufzufinden, so dab man mit ziemlieh grol]er Best immthei t  sagen kann, 
dab bei Hyphomicrobium diese Vermehrungsweise nicht vorkommt.  
Wohl begegnete ich noch einzelnen, yon den oben erw/~hnten abweichen- 
den F~llen. So land ich ein Exemplar,  das sich, obgleieh es keinen Faden 
hatte, doeh verdoppelte. Danach wuchs an beiden Polen ein Faden aus, 
an dem sparer Tochterzellen entstanden. Auch war der Fail zu beob- 
aehten, dab zwischen Mutter- und Tochterze]le am gleichen 1%den eine 
zweite Tochterzelle wuchs. Diese liegt dann immer der ersten Tochterzelle 
sehr nahe. Siehe Abb. 14, Nr. 10, Abb. !3, Nr. 11 und Abb. 12, Nr. 12. 

Schlieglich versuchte ich noch, inwiefern abgeschnittene F~den und 
abgesehni t tene  junge Ze]len lebensf~hig waren. Es gelang mir aber 
nicht, auf der diinnen Agarschieht einen Faden zu durchschneiden. ]3ie 
F/~den waren so z/~he, dab ieh sie in den Agar hineindriiekte, ohne sie 
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zerschneiden zu kSnnen. Woht gelang mir dies auf Glas, aber dann 
waren die Kulturverh~ltnisse so ungiinstig, dab ich keinen Erfolg hatte. 

Es erhebt sich jetzt  die Frage, welche Stellung Hyphomicrobium im 
System der Mikroorganismen einnimmt. Seinen Gr51]enverhi~ltnissen 
nach wiirde man sicher geneigt sein, es zu den Bakterien zu rechnen. 
Well aber keine Verme~rung durch Querteilung vorkommt, mfissen wit 
schlieBen, daB es nicht zu den Bakterien geh6rt. I)as fadenfSrmige 
Wachstum, obwohl submikroskopisch, erinnert an dasjenige der Actino- 
myceten. Die Tatsache aber, da6 die jungen Zellen beweglich sind, l~l~t 
eine Einreihung bei diesen nicht zu. Schlie•lich erinnert die Form in 
Kulturen, in denen die F~den sehr fippig gewachsen sind, sogar an das 
Mycelium der Eumyceten.  Die Bildungsweise der neuen Zellen ist 
jedoch so yon derjenigen der Zoosl0oren der niedrigsten Phycomyceten 
versehieden, dal~ auch die Einreihung bei dieser Pilzgruppe nicht 
erlaubt ist. 

Es ist daher vorl~ufig nicht mSglieh, den Organismus in dem be- 
stehenden System unterzubringen. Es scheint nicht unmSglich, dab es 
sieh, wenn einmal noeh andere mit Hyphomicrobium verwandte Orga- 
nismen gefunden werden, ergeben k6nnte, dab diese Gruppe einen 
l~bergang zwisehen Balcterien und Phycomyceten darstellt. 

Zusammenfassung. 

Hyphomicrobium vulgate ist aus den Tropfen langsam tropfender, 
wenig gebrauehter Wasserh/~hne zu isolieren auf Natriumformiat-Agar 
mit Nitrat  ~ls N-Quelle; gegebenenfalls kann es in einer Nghrl6sung 
fiir Nitritbildner angereiehert werden. 

Der Organismus kann organische Verunreinigungen der Luft  als 
Kohlenstoffquelle ausnutzen. Er wi~ehst gut mit Formiaten und 
Acetaten, w~hrend Zucker und Asloaragin nicht verwertet werden, abet 
die Verwertung der iibrigen C- Quellen aueh nicht hemmen. 

Hyphomicrobium besitzt eine polare GeiBel. Am entgegengesetzten 
Ende sprossen F/~den, die nur in Dunkelfeldbeleuchtung sichtbar sind, 
und an denen wieder Zellen entstehen, die sieh loslSsen. Teilung der 
Zellen fehlt ; dagegen finder auf trockenerem Substrat anseheinend eine 
Art Sprossung statt.  Eine systematische Einreihung des 0rganismus ist 
zur Zeit nicht m6glieh. 


