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Bei einer Untersuchung von Flockchen Belebtschlamm im Dunkel-
feld zogen immer wieder diinne, aus diesen Flockchen hervorragende
Faden meine Aufmerksamkeit auf sich. Diese Féaden trugen an ihrem
Ende einen Knopf von Bakteriengrofe. Es fiel mir auf, dafl von diesen
Faden im Hellfeld nichts zu sehen war. Dem gleichen merkwiirdigen
Organismus begegnete ich spiter immer in meinen Anreicherungen von
nitrifizierenden Bakterient.

Ein genaues Studium der Literatur lehrte, dafl dieser Organismus
wenig bekannt geworden ist, obwohl er schon 1897 von Rullmann entdeckt
und spiter von Stutzer und Hartleb ziemlich gut beschrieben worden ist.
Weiter geht aus der Literatur hervor, dafl man diesem Organismus bei den
Untersuchungen iiber Nitrifikation haufig begegnet ist (Rullmann?,
Stutzer und Hartleb 3, Joshi *, Fred und Davenport 5, Prouty ¢ und Qibbs 7). Aus
den Untersuchungen von Stuizer und Harileb, wie aus der weiteren Literatur,
kann man ersehen, daf der Organismus allgemein verbreitet ist.

Hyphomicrobium hat zuerst Rullmann in seinen Nitrifikationsanhéau-
fungen gesehen. Weil er anfangs meinte, daB dieses Bakterium Nitri-
tierungsvermdgen hatte, beschrieb er es unter den Namen ,,Nitrosobacterium
formae novae*. Rullmann schickte Winogradsky ein Préaparat dieses Orga-
nismus, um dessen Urteil iiber die merkwiirdige Wachstumsform za ver-
nehmen. Winogradsky schickte Rullmann eine Photographie einer An-
reicherung von Nitrosomonas, worauf auch dieser Organismus vorkam, mit der
Mitteilung, er finde diese Wachstumsform sehr merkwiirdig, kénne aber
keine Erklarung dafiir finden. Soweit mir bekannt, hat Winogradsky dem
Organismus nie weitere Aufmerksamkeit geschenkt.

i Die vorliegende Arbeit ist eine vornehmlich in morphologischer
Richtung weitergefiihrte Untersuchung, deren erste Ergebnisse mitgeteilt
sind in T'. Y. Kingma Bolijes, Onderzoekingen over nitrificeerende Bacterién.
Proefschrift. Delft 1934. — 2 W. Rullmann, Centralbl. {. Bakt. 11, 3, 229,
1897; 4, 152, 1898; 5, 716, 1899. — 3 A. Stuizer u. R. Hartleb, ebenda 11, 3,
621, 1897; 5, 678, 1899; Mitt. landw. Inst. Breslau 1, 75, 197, 1899. —
4 N.V.Joshi, Memoirs of the Dep. of Argicult. in India 1, 86, 1915. —
5 F.B.Fred u. A. Davenport, Soil Science 11, 389, 1921. — & Chas. C.
Prouty, ebenda 28, 125, 1929. — 7 W. M. (ibbs, ebenda &, 427, 1919.
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Stutzer und Hartleb meinten anfangs, dall dieser Organismus, dem sie
regelmifig in ihren Nitrobacter-Anreicherungen begegneten, eine besondere
Form ihres ,,Salpeterpilzes* sei. Auch sie hielten ihn lange Zeit fiir identisch
mit Nitrobacter und hatten viel Miihe, ihn davon zu trennen. Nachdem
ihnen dies gelungen war und sie Reinzuchten bekommen hatten, bemerkten
sie, daB ihre Vermutung nicht richtig war. Sie untersuchten nun den
Organismus, den sie H yphomicrobium vulgare nannten, eingehend. Sie fanden
ihn in allen untersuchten Erdproben mit Nitrifizierungsvermdgen aus fast
allen Teilen der Welt. Weil Hyphomicrobium immer in den Nitrobacter-
Anhaufungen vorkam, hielten sie es fiir nicht ausgeschlossen, daf} es irgend-
wie die Nitrifikation begiinstigt. An Reinzuchten, die sie mit Hilfe von
Nitritagarplatten gewonnen hatten, untersuchten sie seinen Stoffwechsel.

Auch Josht sowie Fred und Davenport begegneten dem Organismus in
ihren nitrifizierenden Kulturen, wie deutlich aus den von ihnen gegebenen
Photographien hervorgeht. Weil sie ihn nicht als Verunreiniger ihrer
Kulturen erkannt haben, hielten sie ihre nitrifizierenden Kulturen fiir rein.
Infolgedessen meinen sie, daf} ihre nitrifizierenden Bakterien auch heterotroph
leben konnen, was jedoch bekanntlich nicht zutrifft.

Prouty fand in seinen nitrifizierenden Kulturen ebenfalls Hypho-
microbium, das er unter allen Verunreinigungen am schwersten von Nitro-
bacter trennen konnte.

Sehr wahrscheinlich hat auch Gibbs Hyphomicrobium in seinen nitri-
fizierenden Kulturen gesehen, was aus seiner Verdffentlichung allerdings
nicht mit Sicherheit hervorgeht.

Dall Hyphomicrobium so oft in nitrifizierenden Kulturen gefunden
wird, hingt, wie spater erwédhnt werden soll, mit den geringen An-
spriichen dieses Organismus an die Kohlenstoffnahrung zusammen.
Weil es in der Kulturfliissigkeit fiir Nitrobacter genau so gut wie dieses
Bakterium wichst, ist es sehr schwierig, die beiden Organismen zu
trennen. Obwohl Hyphomicrobium schon ziemlich ausfithrlich von
Stutzer und Hartleb untersucht wurde, waren doch noch eingehendere
Untersuchungen iiber seinen Stoffwechsel sowie seine Morphologie
erwiinscht.

Die Isolierung.

Trotz der Anweisungen von Stutzer und Hartleb machte mir die Isolierung
von Hyphomicrobium mehr Miihe als ich erwartet hatte. In den Kolonien,
die ich auf Nitritagarplatten erhielt, indem ich aus einer Nifrobacter-An-
reicherung abstrich, fand ich nie Bakterien mit Faden. Die Ursache kénnte
sein, daBl Hyphomaicrobium auf diesen Platten nicht wachsen konnte, aber
es ist auch moglich, daf der Organismus noch zu wenig angereichert war.
Auch Anreicherungen in einem Natriumformiatmedium, wie sie Stuizer und
Hartleb angeben, waren anfangs erfolglos. Schliefflich gelang mir die Kultur,
als ich von einer ausgetrockneten Rohkultur von Nitrobacter ausging. Aus
diesem Kolbchen wurden die gewéhnliche Nitrobacter-Nahrlésung und eine
solche mit Zusatz von Natriumformiat beimpft. In beiden entwickelte sich
der gesuchte Organismus gut. Auch spiter bestiatigte sich, dal Hypho-
microbium Austrocknen gut vertragt. Aus den obenerwidhnten Kulturen
wurde nun auf Kieselsgureplatten abgestrichen. Auf diesen Platten fand
ich flache Kolonien, die von Hyphomicrobium gebildet sein mufiten. indem
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ich unter dem Mikroskop im Dunkelfeld zahlreiche Bakterien mit den
typischen Fiaden sah. Die Kolonien erreichten einen Durchmesser von
0,5 bis 1 mm. Mit einem Pipettchen wurde eine Kolonie aufgesogen, in
einen Tropfen steriles Wasser ausgeblasen und schlieBlich aufs neue auf
einer Kieselsaureplatte abgestrichen, auf der sich dann derselbe Kolonien-
typus entwickelte. Von diesen Kolonien wurden einige in die Nitrobacter-
Nihrlosung und in Peptonwasser geimpft. Von Entwicklung war in diesen
Medien mit bloBem Auge nichts zu sehen; ein beimpftes Kélbchen sah
hochstens etwas tritber aus als ein unbeimpftes.

Bei mikroskopischer Untersuchung stellte sich aber heraus, daBi Hypho-
macrobium vorziglich gewachsen war. Aus dem Kélbchen mit Peptonwasser
wurde auf Peptonagar abgestrichen. In den ersten 5 Tagen war mit bloBen
Augen auf diesen Platten nichts zu finden, unter dem Mikroskop sah ich
aber deutlich winzige Kolonien, die
nach etwa 10 Tagen auch mit un-
bewaffneten Augen zu sehen waren.
Abb. 1 zeigt altere Kolonien auf
Peptonagar. Auch von einer dieser
Platten wurde eine Kolonie zerteilt
und aufs neue auf Peptonagar ab-
gestrichen. Die Platte zeigte nur
einen dem der vorigen Platte gleichen
Kolonientypus, so dafl ich die erhal-
tene Kultur fiir rein halten durfte.
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wichst. Es sieht so aus, als habe

Abb. 1. Hyphomicrobium. Alte Kolonien auf man frither dem pm dieser Nahr-

Pepton-Agar (Vergr. 85mal). biéden zu wenig Aufmerksamkeit
geschenkt.

Auch aus Nitrosomonas-Kulturen konnte ich mit Hilfe von Nitrit-
agarplatten Hyphomicrobium isolieren. SchlieBilich zeigten sich Tropfen
von langsam tropfenden, wenig gebrauchten Wasserhdhnen als ein sehr
geeignetes Ausgangsmaterial. Wenn man ein Priparat von solchen
Tropfen macht, findet man im Dunkelfeld fast immer die typischen
Formen von Hyphomicrobium. Das regelméafiige Vorkommen dieses
Organismus an solchen Stellen wird durch die unten zu besprechende
Art des Stoffwechsels wohl einigermallen verstdndlich. Will man aus
diesen Tropfen Hyphomicrobium anreichern, so bringt man sie am besten
in das Nitritmedium fir Nitrobacter.

Bei den Untersuchungen iiber den Stoffwechsel in Reinkulturen
von Hyphomicrobium hat sich, den Ergebnissen Stuizers und Hartlebs
entsprechend, herausgestellt, dal dieser Organismus sehr gut auf
Na-Formiat als Kohlenstoffquelle und Nitrat als Stickstoffquelle wéchst.
Auf diesem Nihrboden kann man Hyphomicrobium sehr bequem er-
halten.
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Der Stoffwechsel.

Die Untersuchungen von Stutzer und Hartleb geben kein klares Bild
iiber den Stoffwechsel Hyphomicrobiums. Vor allem ist es auffallend, daB
dieser Organismus, nach Stutzer und Hartleb, sehr gut in einer sehr reinen
anorganischen N#hrlosung mit Nitrat als Stickstoffquelle wachst. Awus
der Tatsache, dafl das Wachstum darin durch Zusatz von Carbonaten sehr
verbessert wurde, schlieBen sie, unter Vorbehalt, dall der Organismus zur
Kohlenséureassimilation befahigt sei. Dies ist indessen sehr unwahrscheinlich,
da es vollig unverstdndlich ist, woher Hyphomicrobium die fiir die Xohlen-
sédurereduktion benétigte Energie nehmen sollte. Stutzer und Hartleb haben
auch selber dieses Bedenken geduBert, und auch ihnen kommt es nicht un-
moglich vor, dafl das Wachstum der Anwesenheit von Spuren organischer
Stoffe zu verdanken sei.

Ich konnte ebenfalls feststellen, daf der Organismus sich in
Leitungswasser, dem nur 0,19%, Kaliumnitrat und 0,19%, Dinatrium-
phosphat zugesetzt war, also in der erwéhnten anorganisé¢hen Nihr-
16sung, gut entwickelte. Es stellte sich aber heraus, dafl ein Zusatz von
Natriumcarbonat, der von Stutzer und Hartleb fiir unentbehrlich ge-
halten wurde, vollig uberfliissig ist. Die Kohlensdureassimilations-
theorie wurde dadurch noch weniger wahrscheinlich, und man mufite
schon schlieflen, dafi das beobachtete Wachstum auf Kosten organischer
Stoffe stattgefunden hatte, die entweder aus dem Leitungswasser oder
aus der Luft stammten.

Der Versuch wurde deshalb in sorgfaltig gereinigten Quarzkélbchen
wiederholt, wihrend fiir die Bereitung der Nihrlésung Wasser, das in einer
Quarzapparatur unter Zufiigung von Permanganat und Schwefelsaure
destilliert worden war, verwendet wurde. Es wurden die folgenden wiederholt
umkristallisierten Salze zugefiigt: 0,05 9, Natriumchlorid, 0,05 9, Magnesium-
sulfat, 0,001 %, Ferrosulfat, 0,001 9, Kaliumechlorid und 0,19, Dinatrium-
phosphat.

Nach 14 Tagen konnte festgestellt werden, dal Hyphomicrobium
sich auch in dieser Nahrlosung gut entwickelt hatte. Wir miissen daraus
also schlieflen, daf} der Organismus von den Spuren organischer Stoffe,
die in der Luft vorhanden sind, leben kann. In dieser Hinsicht gleicht
Hyphomicrobium dem Bac. oligocarbophilus, den Beijerinck und wvan
Delden 1903 isolierten, und von dem sie zweifellos feststellten, daf er
von den Spuren organischer Stoffe, die in der verunreinigten Luft
bewohnter Riaume vorhanden sind, wachsen kann.

Als einmal bestéitigt war, daB Hyphomicrobtum tatsichlich von
Spuren organischer Stoffe wachsen kann, schien es mir von Be-
deutung, der Frage nachzugehen, ob das in Losungen mit Pepton,
Rohrzucker und fettsauren Salzen beobachtete Wachstum wirklich auf
Kosten dieser organischen Verbindungen stattgefunden hatte. Dazu
muBten notwendig die Wachstumsversuche in véllig von organischen
Stoffen befreiter Luft wiederholt werden.

Es wurden dazu wieder Quarzkslbchen und sehr reines Wasser ver-
wendet und die in Tabelle I angegebenen Salze und organischen Ver-
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bindungen zugesetzt. Die Hélfte der Kolbchen wurde in Exsikkatoren auf-
gestellt, durch die langsam Luft geblasen wurde, die erst eine Waschflasche
mit starker Schwefel- und Chromsdure, dann eine mit 20 9%, Kalilauge und
schlieBlich eine mit destilliertemm Wasser durchstréomte. Die letzte Flasche
diente nur zur Befeuchtung der Luft, weil sonst wihrend des dreiwdchigen
Versuchs die Koélbchen zu sehr austrocknen wiirden. Die Réhre, durch die
die Luft aus dem Exsikkator entwich, war ebenfalls durch eine Waschflasche
mit Schwefel- und Chromséure abgeschlossen, wodurch es unméglich war,
daB bei vorkommender Absperrung der Prefluft ungewaschene Luft zu-
treten wiirde. Als Indikator fiir die tatsichliche Reinheit der durch-
geblasenen Luft wurde in diesem Versuch Bac. oligocarbophilus einbezogen,
den ich ohne Miihe nach dem von Beijerinck angegebenen Verfahren aus
Gartenerde isolieren konnte. Die Kolbchen mit den verschiedenen Nihr-
l6sungen wurden wie folgt tiber sechs Exsikkatoren verteilt. In Exsikkator I
die Kolbchen 1, 11, 13;inIT4und 14; in III 6 und 16;in IV 10;inV 5, 7, 15;
in VI 2, 3, 8, 9, 12. In allen Exsikkatoren, ausgenommen in IV, war also
auch Bac. oligocarbophilus vorhanden.

Tabelle I. Einflufl von Reinigung der Luft auf die Entwicklung
von Hyphomicrobium vulgare und Bacillus oligocarbophilus.

Wachstum in | ~ Wachstum
Medium Stammlosung*, der zugefiigt wurde: ‘;gﬁh{ff?‘f,‘]ﬁé N mL%?ge(xlr]l;g;rler
Nr. 3 Wochen) 3 Wochen)
Hyphomicrobium vulgare.
1 — mabig kein
2 0,19% (NHps80,. . . . . . . . .. gut »
3 0,19 KNOs . . . . . . . . ... » »
4 0,19, Na-Formiat . . . . .. ... sehr gut sehr schwach
5 0,19, Na-Formiat + 0,19, (NHy),S0, s o» sehr gut
6 0,1% Na-Formiat + 0,1% KNO; . . w o
7 0,1% NH,-Formiat . . . . . . . . . w  » » ”
8 0,1% Na-Acetat + 0,19, (NH),80, . gut gut
9 0,1% Rohrzucker -+ 0,19, (NH;),S0, ” kein
10 0,1% Asparagin . . . . . . . . .. miabig | ,,
Bacillus oligocarbophilus:
11 — gut kein
12 0,19% (NH)eSO04. . o v v v v v v ” »
13 0,1 00 N 03 ............ ” ”
14 0,19, Na-Formiat . . . . . . . .. » »
15 0,1% NH,-Formiat . . . . . . . .. » »
16 0,19% Na-Formiat 4 0,19 KNO; » »

* Sehr reines Wasser + 0,19/y Na, HPO, + 0,059/ NaCl + 0,059, MgS80, + 0,0019/,

FeS0, + 0,0010/ KOL

Die Ergebnisse des Versuchs gibt Tabelle I. Aus der Tatsache, dal
Bac. oligocarbophilus in keinem der Exsikkatoren gewachsen war,
wahrend er sich in an der normalen Luft gehaltenen K&lbchen gut ent-
wickelte, geht hervor, daB die durchgeblasene Luft tatsichlich von
jeder Spur organischer Stoffe gereinigt war. Wenn also Hyphomicro-
biwm in den Exsikkatorkolbchen gewachsen ist, so muf dies den zu-
gesetzten organischen Verbindungen zu verdanken sein. Wir sehen, daB
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Hyphomicrobium sich auf Kosten einiger fettsaurer Salze wie Formiat
und Acetat entwickeln kann, nicht aber auf Rohrzucker oder Asparagin.
DaB in der stickstofffreien Nahrlosung 4 in der gereinigten Luft ein
schwaches Wachstum aufgetreten ist, wird wahrscheinlich durch die
Spuren von Stickstoffverbindungen erméglicht worden sein, die noch
in dieser Losung anwesend waren.

Aus den obenerwdhnten Versuchen geht also hervor, daB, im
Gegensatz zu Bac. oligocarbophilus, Hyphomicrobium einige einfache
Kohlenstoffverbindungen anzugreifen vermag, dafl 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 Stufzer und Hartleb bei Anwesenheit
von Rohrzucker kein Wachstum gefunden haben. Vielleicht ist der
pE-Wert der von ihnen verwendeten Nihrlésung daran schuld gewesen,
da Hyphomicrobium schon durch eine sehr schwache Aziditit merkbar
in seinem Wachstum gehemmt wird. Da8 die beiden Autoren anderer-
seits so giinstige Ergebnisse in ihrer Asparaginnihrlésung erhalten,
mul} vielleicht der geringeren Reinheit des von ihnen verwendeten
Priparats zugeschrieben werden; das von mir verwendete Asparagin
war sorgfaltig einige Male umkristallisiert worden.

Die Entdeckung von Bac. oligocarbophilus durch Beijerinck 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 daB auch
Hyphomicrobium vulgare diese Eigenschaft zugeschrieben werden muB.

Die Morphologie.

Wie wir schon gesehen, besteht die Merkwiirdigkeit dieses Orgas-
nismus darin, dafl er eine submikroskopische Wachstumsform hat, die

fran

Abb. 2. Hyphomicrobium. Schwach gebeizt und gefirbt mit Carbolfuchsin (Vergr. 1700 mal).
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im Hellfeld nicht zu sehen ist. Dieser Umstand wird sicher dazu bei-
getragen haben, daB er so wenig bekannt geworden ist. Neben der
Dunkelfeldbeleuchtung macht nur Farbung, z. B. mit Carbolfuchsin,
die Fiaden sichtbar, besonders wenn man sie zuvor schwach mit

Zettnow-Beize gebeizt hat (Abb. 2).

Wenn man Hyphomicrobium im Dunkelfeld besieht, so fallt es

Abb. 3.  Hyphomicrobiwm in Peptonwasser.
Kardioid Kond.;  Apochr. ,X*; Komp. Ok.

20 mal (Vergr. 1400 mal).

gleich auf, dafl die Form sehr
stark abhangt von der Art des
verwendeten Kulturmediums. In
Peptonwasser, in Kulturen auf
festen Nahrboden und in An-
héufungen von Nitrobacter zeigt
Hyphomicrobiumnur kurze Faden
(Abb. 3). Viel stirker ist das
Wachstum in der obenerwihnten
Natriumformiatnahrlésung, wie
man aus Abb.4 und 5 ersieht.
Die submikroskopischen Faden
wachsen hier erstaunlich lang aus
und zeigen bisweilen wahre Ver-
zweigungen.

Wie schon erwihnt, ist von
diesen Faden im Hellfeld nichts

Abb. 4. Hyphomicrobium (unscharf eingestellt). Aplan. Kond.; Apochr. N. A. 1,4;
Komp. Ok. 12mal (Vergr. 1400mal).



Abb. 5. Hyphomicrobium. Kardicid Kond.; Apochr. ,X*; Komp. Ok. 20mal (Vergr. 1400 mal).

zu sehen. Nur bei unscharfer
Einstellung (Abb.4) kann man
im Hellfeld die Andeutung der
Faden erkennen. Bei direkter Sy : '
mikroskopischer ~ Beobachtung RIS AT % SRR A
kannman die Faden noch weniger PRy g asaan e ity &J
unterscheiden als auf der Auf- & = r : ; 3y

nahme. ; 5

Was ist nun die Bedeutung A AT 3 ’ ) T
dieser Fiden ? Kine Antwort auf gl e ¢ el
diese Frage bekommt man am ’} \ & G, A
leichtesten durch Vergleich von S RN

Kulturen verschiedenen Alters. i
Einige Tage nach der Impfung  awb.s. mypromicrobium. Zettnow-GeiBeltarbung.
siecht man hauptsichlich sich (Vergr. 1700mal)

lebhaft bewegende Zellen ohne

Faden. Nach einiger Zeit nimmt ihre Zahl ab, und an vielen
der zur Ruhe gekommenen Organismen, aber auch schon bei
einigen noch beweglichen Zellen, sieht man einen kurzen Faden.
Weil Faden und Zelle ein starres Ganzes bilden, dient der Faden
zweifellos nicht zur Bewegung. Auf Abb.6, wo es gelungen ist,
an einzelnen Zellen die GeiBel sichtbar zu machen, ist deutlich der
Unterschied zwischen Geiflel und Faden zu sehen. Beim Altern sieht

Archiv fiir Mikrobiologie. Bd. 8. 14
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man in vielen Fallen auch an dem anderen Ende des Fadens eine Zelle
entstehen. Die GréBe der neuen Zelle schwankt von der eines kaum
sichtbaren Knopfes bis zu der eines normalen, erwachsenen Exemplars.
Daraus wurde geschlossen, da8 hier nicht Kopulation stattfindet, wie
man zuerst meinen kénnte, sondern dafl an dem freien Fadenende eine
neue Zelle auswichst. Impft man eine Kultur in diesem Stadium iiber,
so sieht man zuerst wieder hauptsschlich freie, bewegliche Zellen, eine .
Tatsache, die darauf hinweist, daB die an den Fiden sitzenden
Zellen sich geltst haben. Allerdings kdnnten auch noch auf andere
Weise, z. B. durch normale Teilung, neue Zellen entstanden sein; falls
jedoch die Zellen sich tatséchlich von dem Faden gelost haben, wird man
schlieBen kénnen, dall die Fadenbildung bei der Vermehrung eine
wesentliche Rolle spielt.

Stutzer und Hartleb, die ebenfalls versucht haben, die Entwicklung von
Hyphomicrobium zu verfolgen, kamen im allgemeinen zu den gleichen
Ergebnissen. Henrici und Johnson® wollen aber, allerdings nur auf Grund
der vorliegenden Literatur, in den Fiden nur ein Befestigungsmittel sehen.
Neue Griinde werden fiir diese Ansicht jedoch nicht angefithrt.

Die einzige Moglichkeit, dem Zweifel ein Ende zu machen, lag in
der unmittelbaren Beobachtung des Wachsens der einzelnen Zellen.
Selbstverstidndlich ist dabei die Dunkelfeldbeleuchtung unentbehrlich.

Um bei der Isolierung der zu beobachtenden Zellen in der Feuchtkammer
geniigend Bewegungsireiheit zu haben, muBite der Dunkelfeldkondensor
eine Brennweite von mindestens 4 mm besitzen. Der von Zeiss fiir solche
Zwecke gelieferte Priparierkondensor entspricht zwar dieser Anforderung,
aber seine numerische Apertur (0,7 bis 0,8) war zu klein, als daB8 man mit
einem Objektiv von geniigendem Auflésungsvermdgen ein gutes Dunkelfeld
bekam. Bei einem Objektiv, dessen num. Ap. 0,4 iibersteigt, bekommt man
schon kein gutes Dunkelfeld mehr. Wegen des winzigen Durchmessers der
Hyphomicrobium-Faden verwendet man besser ein Objektiv mit etwas
groBerem Auflosungsvermégen. Ich dachte dann an den groBen Gas-
kondensor? von Zeiss (Nr. 114521, num. Ap. 0,96 bis 0,98), der sich tat-
séchlich fiir diesen Zweck als sehr geeignet erwies. Verwendet man diesen
Kondensor zusammen mit dem Apochromat ,, X — einer Olimmersion,
ausgestattet mit Irisdiaphragme — und Kompensationsokular 20 X, so
kann man die Hyphomicrobium-Fiaden sebr gut in dem héingenden Tropien
sehen. Eine 5 Amp. Wechselstrombogenlampe diente als Lichtquelle.

Von einer Suspension von Hyphomicrobium im Nahrmedium mit
Natriumformiat wurden mit Hilfe des Mikromanipulators kleine
Tropfen auf ein Deckglas ausgesetzt, das dann auf eine Glaskammer
gelegt wurde, in der etwas feuchtes Filtrierpapier war, damit die Tropfen

1 A, T. Hemrics u. Delia E. Johnson, J. of Bact. 30, 61, 1935. — 2 Mit
diesem Gaskondensor kann man auch in der Bakterienzdhlkammer von
Reichert ein Dunkelfeld bekommen. Mit dem Objektiv D und Komp.
Ok. 20 X unterscheidet man dann die Bakterien sehr gut; auch die Ver-
teilung ist gut sichtbar.
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nicht austrockneten. Das Ganze wurde unter das Mikroskop gelegt und
alles mit der Bogenlampe in einem Raum von 30°C aufgestellt. Zu
meinem Bedauern kam in keinem der Tropfen auch nur ein einziges
Bakterium zu Entwicklung, selbst nicht nach tagelangem Warten.
Die Ursache laBt sich schwer vermuten.

Zunichst nahm ich an, daB das Wachstum infolge der starken Be-
leuchtung ausblieb, obwohl ich vor der Lampe eine Kiivette mit Kupfer-
sulfatlosung und eine mit Aurantiagelblosung (welches Filter alles Licht
unter 5100 A absorbiert) gestellt hatte. Um iiber die Schadlichkeit der
Beleuchtung Auskunft zu erhalten, brachte ich auf die Deckgliser zweier
feuchter Kammern ein Stiickchen Formiatagar und beimpfte beide mit
Hyphomicrobium. Die Kiammerchen wurden geschlossen und das eine
wurde durch die Dunkelfeldkondensor nach jeder Stunde einige Minuten
beleuchtet, wahrend das andere nicht beleuchtet wurde. Das Wachstum
war in beiden Féllen dasselbe. Es muf also aus einer anderen Ursache das
Wachstum in den Tropfen unterblieben sein.

Weil das Wachstum auf Agar sehr gut ist, versuchte ich, auf die Deck-
glaser so dimne Agarschichten zu legen, daf3 ich durch die Schicht hindurch
Hyphomicrobium mit der Olimmersion beobachten konnte. Dies war ziemlich
leicht: Das Deckglas wurde in eine Petri-Schale schrig hingelegt, die Ober-
flache zwecks Sterilisation flambiert und das ganze so iiber ein kochendes
Wasserbad gesetzt, dafl es gleichmaBig erhitzt wurde. Dann wurden auf
das Deckglas einige Tropfen des méglichst heiBen Formiatagars aufgetragen.
Das tiberfliissige Agar wurde spiter mit einem Gillette-Messer weggeschnitten.
Zur Beseitigung der bei der Dunkelfeldbeleuchtung wegen ihrer starken
Lichtausstrahlungen stérenden mikroskopischen Agarkérnchen wurde das
Formiatagar vorher mit Eiweif geklirt. Um dem Austrocknen der diinnen
Agarschicht wihrend des Versuchs vorzubeugen, wurden ringsum, und teil-
weise auch iiber die Schicht, Formiatagarstreifen gelegt. Auf die in der Mitte
irei gebliebene diinne Schicht wurde ein Tropfchen der fliissigen Kultur
aufgetragen und mit dem Platindraht ausgestrichen. Dann wurde das
Kéammerchen geschlossen. Ein solches Kéammerchen besteht aus einer
kupfernen Leiste von 40 X 50 mm, 0,3 mm hoch mit De Khotinsky-Zement
auf Glas gekittet. Das Kammerchen mul} so groB sein, weil der Durchmesser
des aus dem Dunkelfeldkondensor tretenden Lichtkegels ziemlich grof ist.
Das Mikroskop wurde in einem kleinen Erwirmungsschrank von Zeiss
aufgestellt, der es ermoglicht, das Objekt bei der gewiinschten Temperatur,
in diesern Falle 28° C, zu halten, ohne daf die visuelle Beobachtung ge-
hindert wird. Die Beleuchtung geschah mittels einer 5 Amp. Gleichstrom-
bogenlampe.

Alle 2 Stunden wurde eine Aufnahme des Priparats gemacht mit dem
photographischen Okular ,,Phoku von Zeiss auf Wellington-Ortho-Process-
Platten. Obwohl diese zu Reproduktionszwecken viel verwendeten Platten
wenig empfindlich sind, stellte sich heraus, daB sie fiir das von mir verwendete
gelbgriine Licht viel empfindlicher sind als ultrarapides und panchromatisches
Material. Die Beleuchtungsdauer war 3 Minuten, die VergroBerung auf dem
Negativ 300 x. Zur ndheren Untersuchung der Aufnahmen wurden 5 X
vergrbéBerte Positive gemacht.

Die erste Aufnahme geschah ungefihr 1 Stunde nach der Be-
impfung, die zweite etwa 14 Stunden spéter. Die hier wiedergegebene
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Abb. 7.

Abb. 8.

Abb. 9.
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Bilderreihe (Abb. 7 bis 11,
VergréBerung 1000 mal)
stellt den Anfang einer
Reihe von 24 Aufnahmen
dar. Sie bildet keine véllig
zusammenhingende Reihe,
da zwecks Raumersparnis
die meisten Aufnahmen
weggelassen sind. Zwischen
Abb. 8 und 9 und zwischen
Abb. 9 und 10 liegen jedes-
mal 4 Stunden. In der
Mitte der Bilder liegt eine
Zelle mit zwei Faden, eine
Besonderheit, die aber die
Orientierung im  Bilde
erleichtert. In Abb. 7
liegen nur zwei Zellen mit
Faden. Auf dem néichsten,
14 Stunden spéter aufge-
nommenen Bilde (Abb. 8)
siecht man schon deutlich,
daBl Wachstum stattge-
funden hat. Es sind nicht
nur die Zellen gewachsen,
sondern auch ihre Kon-
turen sind schérfer ge-
worden. In vielen Féllen
sieht man, dafl sich am
Pol, dem Faden gegeniiber,
ein stark lichtbrechender
Punkt befindet. Auf Abb.2
sicht man in manchen
Zellen, daB dieser am Pol
liegende Punkt sich stéarker
gefirbt hat 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
doppelgestielten Zelle verschwunden ist. Auf Abb.10 ist an ihrer
Stelle eine neue Tochterzelle gewachsen.

Im ganzen sah ich an diesem rechten Faden acht neue Zellen ent-
stethen im Laufe von
40 Stunden.

Diese Wachstumser-
scheinungen verfolgte ich
bei 27 Zellen, und Dbei
allen wurde nach dem Ver-
schwinden einer Tochter-
zelle wieder eine neue Zelle
gebildet. Durchschnittlich
lagen zwischen der Ab-
trennung zweier junger
Zellen 5 bis 6 Stunden. Ich
habe die Trennung mehr-
mals beobachten kénnen.
Durch heftiges Zucken,
Schwenken und Wirbeln
mit dem freien Ende ver-
sucht die Zelle sich los-
zureilen. Oft dauert der
Kampf langer als 1 Stunde,
und die Zelle macht &fters
eine Pause, um dann mit
erneuten Kraften wieder
anzufangen. Hat sie sich
einmal gelost, so schwimmt
sie schnell davon. Die jun-
gen Zellen kommen nach
einiger Zeit zur Rubhe;
dann fangt die eben ge-
schilderte Entwicklung aufs Abb. 11.
neue an. Aus der Tat-
sache, dall die Tochterzelle sich so lebhaft bewegt, kénnen wir
schlieBen, daB die Geilel sich am freien Pol befinden muf3. SchlieBlich
war das Gesichtsfeld so von dem Organismus erfillt, daf ich den
Versuch beendigen mulBite. Daher konnte ich leider nicht feststellen,
wie oft der Vorgang der Tochterzellenbildung sich wiederholen kann.
Ich untersuchte die Bilder sehr sorgfiltig, folgte der Entwicklung
jeder Zelleund sah, daB sie immer auf die geschilderte Weise vor sich ging.

Besonders achtete ich darauf, ob ich vielleicht einen Fall von
normaler Vermehrung durch Querteilung auffinden konnte. Stufzer

Abb. 10.
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und Hartleb glaubten ndmlich, 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, weil nur so
erklarlich schien, weshalb junge Kulturen vorwiegend fadenlose be-
wegliche Zellen enthalten. Dies wird jedoch geniigend erklirt durch die
Tatsache, daB jede Mutterzelle eine Reihe von Tochterzellen erzeugt.

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

Abb. 12,

neuen Wachstumsversuch an, der jedoch miBlang, weil das Agar soviel
Wasser ausprefte, daB das Préparat verschwamm. Als der dritte
Versuch aus demselben Grunde zu millingen drohte, versuchte ich ihn
zu retten, indem ich mit Filtrierpapier das tiberfliissige Wasser wegnahm,
was tatsichlich Erfolg batte. Die Entwicklung dieses Priparats wurde
wahrend 36 Stunden verfolgt und in einer Reihe von 14 Bildern fest-
gelegt, von denen hier einige wiedergegeben sind.

Wenn man die ersten Bilder beobachtet (Abb. 12 und 13, Vergr.
1000mal), 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 wichst. Anstatt fortzuschwimmen bleibt hier aber die neue
Zelle liegen und wird breiter. In vielen Féllen sieht es so aus, als
teile sich die Zelle in der Lénge. Nach einiger Zeit wichst an der
verbreiterten Basis 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, daf} die Platte so trocken war, dal} es den jungen Zellen unméglich
war fortzuschwimmen. DaB die Bewegungslosigkeit eines Teiles der
Zellen wirklich in Trockenheit seine Ursache hatte, ersah ich daraus,
daB es an anderen Stellen des Préparats lebhaft schwimmende Zellen
gab. Gelangen diese Zellen zu nahe an die Rénder der Wassertropfen, so
konnten sie nicht weiter kommen und muBten zuriick. Auf den Photo-
graphien kamen auch einige nasse Stellen vor, und man sah, daf da
jede neue Zelle fortschwamm, genau wie im vorigen Préparat.

Abb. 13.

Aus der Tatsache, daB die Tochterzellen nur dort neue Faden
bilden, wo sie am Mutterfaden festsitzen, diirfen wir schlieBen, daB sie
das nur an dem Pol der GeiBlel gegeniiber vermégen. Mitten auf Abb. 6
liegt eine Zelle, wo man den Anfang der Fadenbildung schon spiirt, und
auch hier vollzieht sich dies am geiBeclfreien Pol. Es entstehen auf
diese Weise sehr komplizierte Gebilde, die scheinbar ein Ganzes dar-
stellen. Es stellte sich bei nidherer Betrachtung aber heraus, daf} dies
eine optische Tduschung ist?. Wenn man nimlich mit Hilfe des Mikro-

! Die Nummern der Zellen sind in Abb. 15 markiert. — 2 Es ist ein
Nachteil der Dunkelfeldbeleuchtung, daB sie oft ein falsches Bild gibt.
Hat man z.B. in einem Praparat von stdbchenférmigen Bakterien zwei
Individuen, die gekreuzt liegen, oder liegt das Ende des einen Bakteriums
der Seite der anderen an, so ist oft an der Stelle der Beriihrung die Zellwand
gar nicht mehr zu sehen oder nur sehr schwach, und es macht den Eindruck,
als liege hier wahre Verzweigung vor.
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manipulators mit einem sehr feinen Glasdraht das Gebilde beriihrt, so
fallt es beim leichtesten AnstoB in mehrere normale, oft noch bewegliche
Zellen auseinander.

Abb, 15.

Es fragt sich nun, was eigentlich bei der Entwicklung auf den
trockenen Stellen vor sich geht. Bei néherer 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 undeutlich) einen kleinen Punkt, der allméhlich zu einer normalen
Zelle auswuchs. Vgl. Abb. 14, Nr. 2, Abb. 16, Nr. 3, 4, 5 und 6, Abb. 17,

Nr. 7 und 8.

Abb. 117,

Auch in anderen Pridparaten habe ich diese Vermghrungsweise
deutlich beobachten kénnen. Bei Nr. 2 sieht man spéter, wie zwischen
zwei Zellen noch eine dritte gebildet wird. Man kénnte sagen, daB hier
Vermehrung durch SproBbildung stattfindet. Es kommt mir sehr wahr-

14*
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scheinlich vor, daB bei den Zellen, die sich scheinbar verbreitern, dasselbe
vorgeht. Der Sprol} ist dann unsichtbar geblieben, weil er an der Unter-
seite der Mutterzelle entstanden ist. Die neue Zelle wird auch erwachsen
nicht véllig sichtbar, und so sieht es aus, als habe die Mutterzelle sich
verbreitert. In einzelnen Fillen (Abb. 15, Nr.9), wo die verbreiterte
Zelle mehr oder weniger deutlich aus zwei Zellen besteht, scheint es
manchmal, als habe eine Teilung nach der Lingsachse stattgefunden.
Auf Grund der vorhergehenden Ausfilhrungen kommt mir dies sehr
unwahrscheinlich vor.

Abb. 18.

Weitere Untersuchung der Photographien gab keine neuen Gesichts-
punkte mehr. Irgendwelche Belege fiir normale Teilung waren nicht
aufzufinden, so daB man mit ziemlich grofer Bestimmtheit sagen kann,
daB bei Hyphomicrobium diese Vermehrungsweise nicht vorkommt.
Wohl begegnete ich noch einzelnen, von den oben erwihnten abweichen-
den Fillen. So fand ich ein Exemplar, das sich, obgleich es keinen Faden
hatte, doch verdoppelte. Danach wuchs an beiden Polen ein Faden aus,
an dem spiter Tochterzellen entstanden. Auch war der Fall zu beob-
achten, daB zwischen Mutter- und Tochterzelle am gleichen Faden eine
zweite Tochterzelle wuchs. Diese liegt dann immer der ersten Tochterzelle
sehr nahe. Siehe Abb. 14, Nr. 10, Abb. 13, Nr. 11 und Abb. 12, Nr. 12.

SchlieBlich versuchte ich noch, inwiefern abgeschnittene Fiden und
abgeschnittene junge Zellen lebensfihig waren. Es gelang mir aber
nicht, auf der diinnen Agarschicht einen Faden zu durchschneiden. Die
Fiaden waren so zéhe, daB ich sie in den Agar hineindriickte, ohne sie
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zerschneiden zu koénnen. Wohl gelang mir dies auf Glas, aber dann
waren die Kulturverhaltnisse so ungiinstig, daf} ich keinen Erfolg hatte.

Es erhebt sich jetzt die Frage, welche Stellung Hyphomicrobiwm im
System der Mikroorganismen einnimmt. Seinen GréBenverhiltnissen
nach wiirde man sicher geneigt sein, es zu den Bakterien zu rechnen.
Weil aber keine Vermehrung durch Querteilung vorkommt, miissen wir
schlieBen, daB es nicht zu den Bakterien gehért. Das fadenférmige
Wachstum, obwohl submikroskopisch, erinnert an dasjenige der Actino-
myceten. Die Tatsache aber, daB die jungen Zellen beweglich sind, 1Bt
eine Hinreihung bei diesen nicht zu. SchlieBlich erinnert die Form in
Kulturen, in denen die Faden sehr tippig gewachsen sind, sogar an das
Mycelium der Eumyceten. Die Bildungsweise der neuen Zellen ist
jedoch so von derjenigen der Zoosporen der niedrigsten Phycomyceten
verschieden, daB auch die Einreihung bei dieser Pilzgruppe nicht
erlaubt ist.

Es ist daher vorliufig nicht moglich, den Organismus in dem be-
stehenden System unterzubringen. Es scheint nicht unméglich, daB es
sich, wenn einmal noch andere mit Hyphomicrobium verwandte Orga-
nismen gefunden werden, ergeben kénnte, daB diese Gruppe einen
Ubergang zwischen Bakterien und Phycomycelen darstellt.

Zusammenfassung.

Hyphomicrobium vulgare ist aus den Tropfen langsam tropfender,
wenig gebrauchter Wasserhdhne zu isolieren auf Natriumformiat-Agar
mit Nitrat als N-Quelle; gegebenenfalls kann es in einer Nahrlosung
fiir Nitritbildner angereichert werden.

Der Organismus kann organische Verunreinigungen der Luft als
Kohlenstoffquelle ausnutzen. Er wachst gut mit Formiaten und
Acetaten, wihrend Zucker und Asparagin nicht verwertet werden, aber
die Verwertung der ibrigen C- Quellen auch nicht hemmen.

Hyphomicrobium besitzt eine polare Geifiel. Am entgegengesetzten
Ende sprossen Faden, die nur in Dunkelfeldbeleuchtung sichtbar sind,
und an denen wieder Zellen entstehen, die sich loslésen. Teilung der
Zellen fehlt; dagegen findet auf trockenerem Substrat anscheinend eine
Art Sprossung statt. Eine systematische Einreihung des Organismus ist
zur Zeit nicht méoglich.



