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Demonstration von Mikroorganismen der Rhizosphire
vermittels der Aufwuchsplattenmethode nach Cholodny.
Von
Nieolae Hulpoi (Bukarest).

Mit 5 Textabbildungen.

(Eingegangen am 8. Oktober 1936.)

Gelegentlich wumfangreicher Untersuchungen an verschiedenen
Boden vermittels der Cholodnyschen! Aufwuchsplattenmethode sollte
eine Beobachtung von 4. Rippel? nachgepriift werden, wonach man
unmittelbar an den Wurzelhaaren héherer Pflanzen Bakterienautlage-
rungen beobachten kann. Ich méchte aber zunichst itber einige all-
gemeine Erfahrungen mit der Methode berichten.

Die Verwendung von Phenolerythrosin und von ,,fast acid blue R
nach Romell® (di-parafithoxyphenylthodanaminsulfosaures Natrium,
1. G. Farben, 0,05% in wisseriger Losung + 49, Phenol) ergab fir
Erythrosin eine bessere Farbung von Stdbchen, Actinomyceten und
Pilzen, fiir den blauen Farbstoff von Kokken.

Die Versuche wurden teils irn Laboratorium, teils im Freiland angestellt,
und zwar:

1. In GlasgefaBBen mit zweimal an zwei aufeinanderfolgenden Tagen
je eine halbe Stunde bei 2!/, Atm. sterilisiertem Ackerboden und bei
steriler Aufbewahrung, teils unbepflanzt, teils besit mit sterilisierten Samen
von Senf bzw. Frbsen. Es handelte sich um 17 em hohe und 16 cm weite
Glasstutzen mit {ibergreifendem Deckel. Die Bodenoberfliche und der
Raum zwischen Stutzen und Deckel waren mit sterilisierter Watte ab-
gedichtet. In die Mitte des Stutzens ragte ein zweimal gebogenes Glasrohr,
das mit einem Glasréhrchen verschlossen war. Durch das Rohr wurde
steriles GieBwasser zugeleitet und ab und zu auch Luft abgesaugt, die somit
beim Einstréomen in das Kulturgefa die Wattefilter passieren mufte.

2. In Tontépfen mit natiirlichem Ackerboden, teilweise mit Kompost,
Huminal und acht verschiedenen Mineraldiingungen (Stickstoff, Kalium,
Phosphorsaure), teils unbepflanzt, teils mit Hafer bzw. Lupine besét.

3. Im Freiland auf dem Dauerdiingungsversuchsfeld (E-Feld) des
Institutes fiir Pflanzenbau, Gottingen, mit verschiedenen Friichten und
Diingungen.

4. In groBen Zementkisten des Pflanzenbauinstitutes, Géttingen, auf
finf anderen Boden verschiedener Typen.

1 N. Cholodny, diese Zeitschr. 1, 620, 1930. Eine leider nur russisch
geschriebene Zusammenfassung mit weiteren Verbesserungsvorschlagen
gibt N. Cholodny in: Microbiology (russ.) 4, 153, 1935. — 2 A. Rippel, Der
Forschungsdienst 1, 28, 1936. — * L. G. Romell, Stain Technology 9, 141,
1934.
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Es wurden in vier- bis zwolffacher Wiederholung Deckgliser eingebracht,
die durch Wasseradhésion in der Mitte eines Objekttrigers festgehalten
wurden. Der obere Rand des senkrecht eingegrabenen Objekttragers schnitt
mit, der Bodenoberfliche ab; es wurde darauf geachtet, daB die Pflanzen-
wurzeln sich an das Deckglas anlegen konnten. Die Deckgliser, die allein
zur Untersuchung kamen, wurden in den GefaBen 30 bis 60, im Freiland
22 bis 29 Tage belassen.

Die Ergebnisse waren recht befriedigend, soweit die Auffindung
von Mikroorganismen @berhaupt in Frage kommt, weniger befriedigend
indessen in Hinsicht auf klare Unterschiede in den verschiedenen Béden.
Was ich an einigermaflen Sicherem fand, sei hier ganz kurz wieder-
gegeben. Es sei zuvor erwidhnt, dafl ich auch die jingst mit etwas
anderer Methodik von Choledny' beobachtete radiire Anordnung von
Bakterien fand.

In allen sterilen Gefdflen (unbehandelt und mit sterilen Samen
bepflanzt) traten Kolonien von kleinen Xokken auf, wie sie auch
R. Meyer? bei gleicher Behandlung von Boden auffand. Sie waren so
héufig und regelméfBig vorhanden, daf ich kaum an eine Luftinfektion
oder Infektion durch das GieBwasser glaube, sondern es fitir méglich
halte, da} es Formen sind, die aus irgendeinem Grunde der Sterilisation
entgehen. Irgendeine Lagerung zu den Wurzelhaaren war nicht zu
erkennen.

In den Gefdflen mit natiirlichem Boden, teilweise mit Hafer bzw.
Lupine bepflanzt, iberwogen Stibchen ; in den mit Kalium und Phosphor-
sdure gediingten traten Azotobakter-dhnliche Kokken auf. Bei Zugabe
von Kompost und Huminal scheinen meist Actinomyceten zusammen
mit Pilzen zu iberwiegen.

In den Feldversuchen (£-Feld) waren die Praparate drmer an Mikro-
organismen im Vergleich zu den GefiBversuchen, was zum groften Teil
sicherlich an den im GefdBiversuch giinstigeren Wasser- und Wérme-
bedingungen liegt. Actinomyceten mit lJangen und kurzen ¥éden traten
hier auf. Unterschiede zwischen den verschieden gediingten Dauer-
parzellen waren zwar teilweise festzustellen; ich wage jedoch nicht zu
entscheiden, ob es sich um wirklich fafbare bzw. tatsichlich ursidchlich
bedingte Unterschiede handelt.

Bei den fiinf ibrigen Bodentypen tiberwogen in den an organischen
Stoffen reichen Boden (Leinetalboden) Stibchen, Actinomyceten und
Pilze. Recht arm war die Mikroflora armer Boden (Heidesand aus der
Liineburger Heide); nur Kokken traten hier stirker in Erscheinung.

Es scheint mir, dal die Aufwuchsplattenmethode erst dann weitere
Erkenntnisse bringen wird, wenn sie in verschiedener Richtung ver-
bessert ist. Durch das Entfernen der Bodenpartikelchen und die
Spiilung der Priparate werden zweifellos Pilz- und Actinomycetenfiden

1 N. Cholodny, diese Zeitschr. 7, 286, 1936 (S.292). — 2 R. Meyer,
ebenda 6, 461, 1935,
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zerstért und entfernt, ebenso Bakterien. Bei diesen wird es auch sehr
darauf ankommen, dal} sie wahrscheinlich nicht alle das gleiche Haft-
vermogen am Glas besitzen, und daB auch die Beriithrungsfliche an dem
Gla3s sehr verschieden sein wird. Se kénnten vielleicht gerade charak-
teristische Mikroorganismen entfernt sein. Durch Verbesserung der
Eingrabetechnik und der Entfernung der Bodenpartikelchen, der
Farbe- (Verwendung weiterer Farbstoffe) und auch der Mikroskopier-
technik, verbunden mit Abimpfverfahren (vgl. Demeter!), werden sich
jedoch sicherlich weitere Fortschritte erzielen lassen.

Das eigentliche Ziel der Untersuchung war die Frage, ob man eine
Rhizosphére in der Verteilung der Mikroorganismen erkennen kénne.
In der Tat ergaben sich einige charakteristische Bilder.

Abb.1 zeigt Wurzelhaare von Hafer aus GefdBlversuchen mit
natirlichem Ackerboden. Man erkennt deutlich lingsgerichtete Stib-
chen unmittelbar am Wurzelhaar gelegen.

Abb. 1. Stabehen an Wurzelhaaren von Hafer. Vergr. 240.

Noch aufschlufireicher ist Abb. 2, ebenfalls ein Wurzelhaar vom
Hafer. Auller Ansammlungen kleiner Stdbchen in der Nahe des Wurzel-
haares erkennt man deutlich einige eng ihm anliegende dicke Stidbchen,
die an vier Stellen einen richtigen Mantel um das Wurzelhaar bilden.
Dieser Mantel ist allerdings wohl nur halbseitig, auf der dem Glas ab-
gewandten Seite ausgebildet; die Glasseite diirfte frei sein. Abb. 3

-

Abb. 2. Einzelstibchen und Mintel von Stibchen am Wurzelhaar von Hafer. Vergr. 480.

1 K.J. Demeter, Centralbl. f. Bakt. II, 88, 384, 1933.
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zeigt starke Ansammlungen von Bakterien unmittelbar am und in
néchster Ndhe des Wurzelhaares bei Lupine. In diesem Falle diirfte es
sich um Knéllchenbakterien handeln; das mikroskopische Bild spricht
jedenfalls nicht dagegen.

Abb. 3. Bakteriensammlungen um Wurzelhaare der Lupine (Knollchenbakterien?). Vergr. 310.

Abb. 4 und 5 zeigen endlich gewaltige Ansammlungen von Stib-
chen unmittelbar an den Wurzelhaaren und in ihrer nidchsten Nahe bei
Hafer, die besonders in Abb. 4 sehr schéne Lagerung unmittelbar am

Abb. 4 und 5. Bakterienansammlungen um Wurzelhaare von Hafer (Cellulosezersetzer?).
Vergr. 280.
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Wurzelhaar zeigen. Wihrend es sich bei den Abb. 1 bis 3 anscheinend
um Bakterien handelt, die an dem gesunden Wurzelhaar liegen, scheint
hier die Moglichkeit zu bestehen, daf, teilweise wenigstens, cellulose-
zersetzende Bakterien vorliegen, die von den Membranen des absterben-
den Wurzelhaares leben. Es besteht jedenfalls starke Ahnlichkeit mit
dem anaeroben Cellulosezersetzer.

Die geschilderten Versuche sind in keiner Weise abschlieBend ; sie
sollen nur demonstrieren, daB man anscheinend mit Hilfe der Aufwuchs-
plattenmethode von Cholodny auch in der Frage der Rhizosphire
weitere Einblicke erhalten kann. Es miissen patiirlich Ziichtungs- usw.
Verfahren parallel gehen, wobei sich auch erst herausstellen diirfte,
was zufillig ist, und was als zum normalen Bestand der Rhizosphéire
gehérig betrachtet werden muf.

Zusammenfassung.

Mit Hilfe der Aufwuchsplattenmethode nach Cholodny 148t sich
eine starke Mikroorganismenanhiufung in der Rhizosphére der Pflanzen
nachweisen. Teilweise handelt es sich um richtige Bakterienméintel, die
das Wurzelhaar umgeben. Unter Erginzung durch Ziichtungs- usw. Ver-
fahren diirfte die Methode in dieser Richtung aussichtsreiche Moglich-
keiten bieten.

Im {brigen gab die Methode auf verschieden gediingten Béden
wenig faBbare Einblicke; doch dirfte auch hier eine Verbesserung der
Methodik weiter fithren. Die Mikroorganismenzahl ist in Freiland-
versuchen geringer als in GefiBversuchen. In reichen Boden ist sie
grofler als in armen Béden; in jenen herrschten Stdbchen, Actino-
myceten und Pilze vor, in diesen (Heidesand) waren fast nur Kokken
zu beobachten.



