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In dem Viktoria-Becken des Botanischen Gartens in Breslau wird
unter anderen wirmeliebenden Wasserpflanzen auch die Leguminose
Neptunia oleracea LOUR. gezogen. Anfang August 1939 beobachtete ich
an einer frei im Wasser gewachsenen Adventivwurzel dieser Pflanze
einen Ballen von Knollchen, der fast die Grofle einer HaselnuB3 hatte.
Genauere Untersuchung zeigte, dafl an zahlreichen adventiven Wasser-
wurzeln sich Knéllchen gebildet hatten. Der erwihnte Ballen wurde
am 8.8.39 zum groBten Teile abgeschnitten, er war bereits am 28. 8.
wieder durch Bildung neuer Knéllchen auf seinen fritheren Umfang heran-
gewachsen. Am 12.9. besaB die Pflanze auBler einer ansehnlichen Zahl
groBerer und kleinerer Ballen sowie einzelner Knollchen drei Ballen, die
ungefihr so groB3 wie eine Haselnufl waren und sich nebeneinander an
je einer Adventivwurzel von drei benachbarten Zweigen entwickelt hatten.
Viele der Ballen und Einzelknéllchen saBen dicht an den Ursprungs-
stellen der Adventivwurzeln aus der schwimmenden Achse, so daB
manche an dieser selbst entstanden zu sein schienen und erst die genaue
Untersuchung den wahren Sachverhalt aufdeckte, doch hatten sich
andere auch fern von der Basis der Adventivwurzeln gebildet. Alle
Knoéllchen waren unter Wasser, und zwar vollstindig frei, die zuletzt
erwihnten wohl bis zu 1 dm tief.

Anfang Oktober 1939 wurde das Becken samt seinem Hause gerdumt,
weil es im spdten Herbst und im Winter nicht geheizt werden kann.
Bei dieser Gelegenheit konnten die Erdwurzeln der Neptunia im Boden
ihres Topfes untersucht werden. Hier wurden nur wenige kleine Ballen
gefunden, auch waren die einzelnen Knélichen kleiner als die eben be-
sprochenen. Von der Gesamtmenge der Knéllchen an der ganzen Pflanze
bildeten die an den Erdwurzeln nur einen kleinen Teil.

In der Literatur habe ich die Knollchen von Neptunia nur einmal
erwihnt gefunden, und zwar in der Dissertation von Morck (1891, S. 36),
der sie kurz als ,runde, mit schmaler Basis ansitzende Gebilde® be-
schreibt, die ,,meist dicht zusammen in Traubenform an den stirkeren
Nebenwurzeln sitzen. Dariiber, ob er die Knéllchen im Schlamm oder
im Wasser angetroffen habe, sagt Morck nichts. Die von mir beobach-
teten Knollchen waren nur in ihrer Jugend rund, im ausgewachsenen
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Zustande dagegen hatten sie die Gestalt eines kurzen, dicken Tannen-
zapfens und waren bis 3 mm dick und 6 mm lang; auch Gebilde, die einer
Hand mit kurzen, sehr dicken Fingern vergleichbar waren, kamen vor.

Da nun das Auftreten der Knollchen unter Wasser aus einem bald
zu erérternden Grunde meine Aufmerksamkeit hervorgerufen hatte, habe
ich bei sechs der grioBten botanischen Géarten Deutschlands dariiber an-
gefragt. In vier Girten war Neptunia in Kultur, und zwar iiberall
N. oleracea, in drei davon waren Knéllchen an den Wurzeln der Pflanzen
im Schlamm oder Boden zu finden, an den Adventivwurzeln frei im
Wasser aber nirgends. Wenn das im Gegensatz dazu gerade in Breslau
so reichlich der Fall war, ist es wohl auf einen gliicklichen Zufall zurtick-
zufithren. Sehr wahrscheinlich wird die Pflanze am natiirlichen Standort
ebenfalls die Wasserwurzelknollchen ausbilden, und deren Fehlen in den
Kulturen diirfte seine Ursache darin haben, daB die richtige Species von
Bacterium radicicola in dem Wasser der Becken nicht in hinreichender
Menge vorhanden ist.

Bald nach der Auffindung der Wasserwurzelknéllchen machte mich
Herr Dr. MoseBacH, dem ich die Beobachtung mitgeteilt hatte und dem
ich auch an dieser Stelle fiir seine Unterstiitzung bestens danken mdéchte,
auf eine Veroffentlichung von SuessENcuTH und BEYERLE (1936) auf-
merksam, auf die er zufillig gestoBen war. Diese Arbeit handelt von
den Bakterienknéllchen am SproB von Aeschynomene paniculate, und es
wird darin ausdriicklich erwihnt (S. 237), daB bei der Gattung Aeschyno-
mene Knéllechen | sowohl in der Erdwurzel- wie in der SprofBiregion vor-
kommen, aber niemals an adventiven Wasserwurzeln“. Ferner ist dort
zu lesen (S. 236), HagERUP habe die Frage aufgeworfen, ob die Wasser-
und Sumpfpflanzen unter den Papilionaceen auf Bakterienkndllchen
verzichten miissen, weil die Bakterien unter Wasser aus Mangel an Luft
nicht zu assimilieren vermogen, und die Gattung Aeschynomene habe
darum Knéllchen am SproB ausgebildet. Dal} dies nicht zutreffen kann,
geht bereits aus der Arbeit von SUESSENGUTH und BEYERLE (S. 234)
selbst hervor, denn sie schreiben iiber die Knéollchen von Aeschynomene
paniculata: ,,Die Mehrzahl muf} am natiirlichen Standort unter Wasser
stehen.”“ Den vollen Gegenbeweis bringt aber der vorliegende Fall von
Neptunia oleracea, wo die bei weitem liberwiegende Mehrzahl der Knoll-
chen an den Adventivwurzeln unter Wasser saB3, auch waren diese grofier
als die der Erdwurzeln.

Das schone Material forderte eine nihere Untersuchung geradezu
heraus. Knollchen verschiedenen Alters wurden teils nach JUeL fixiert
und mit Fuchsin-Jodgriin gefirbt (Methode s. ScHAEDE 1932, S.417),
teils nach BENxDA, wofiir die geeignete Firbung spéter (S.4) an-
gegeben werden wird. Dieses Mittel wirkt zufriedenstellend nur in jungen,
kleinen Knollchen, wihrend in groBeren Fixierungsfehler auftreten, die
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zweifellos auf zu langsames Eindringen des Mittels zuriickgehen. Die
Knollchen wurden in Paraffin eingebettet und Schnittserien von 5 u
Dicke angefertigt!.

Der anatomische und histologische Befund der Leguminosenknéslichen
sowie das allgemeine Verhalten der Bakterien und der Wirtszellen zu-
einander sind schon so oft beschrieben worden, dafl sie als allgemein
bekannt vorausgesetzt werden kénnen. In der vorliegenden Arbeit sollen
nur diejenigen Gebiete aus der Symbiose ausfiihrlich behandelt werden,
die eine néhere Betrachtung verdienen und die noch nicht hinreichend
geklart sind.

Der bei den Leguminosen iibliche Weg der Bakterien durch die
Wurzelhaare in das Gewebe ist bei Neptunia ausgeschlossen, weil ihre
Wasserwurzeln keine Haare ausbilden. Die
Infektion kann also nur durch die Epider-
mis erfolgen. Da nun bekannt ist, da@
Bacterium radicicola Zellmembranen zu
durchdringen vermag — die Weiterver-
breitung in den Knoéllchen geht ja mit
Ausnahme einiger Luptnus-Arten auf diese
Weise vor sich —, durften sich hier kaum
Schwierigkeiten ergeben. Vielleicht finden
die Bakterien auch durch Wunden Ein-
gang. Leider habe ich die ersten Stadien
der Infektion nicht zu Gesicht bekommen,  Abb. 1. Schnitt durch éin junges,
denn selbst in den jiingsten Knéllchen, — Sire 1 dickes Endlichon,
die ich finden konnte, und die etwa !/, mm  bakteriengetiillten Zellen. Vergr. 32.
maflen, waren die sekundiren Verinde-
rungen infolge von Peridermbildung schon so stark, dafi nichts Sicheres mehr
abzulesen war. Die Bilder dhnelten weitgehend denen, die Prazmowskr
(1890) und McCov (1929) von frisch infizierten Wurzeln gegeben haben.

Bekanntlich kommt es nach dem Einwandern der Bakterien in das
Wurzelgewebe zur Bildung eines Meristems, durch dessen Zellteilungen
die Knollchen entstehen (Abb.1 und 2). Dabei sind offenbar von den
Endophyten ausgehende Wirkstoffe im Spiele. Die Bakterien dringen in
die Zellen vermittelst der oft beschriebenen Infektionsschliuche ein,
verlassen diese aber zunachst nicht (Abb. 3). Warum ich mich der von
Prazmowski (1890) gepragten Bezeichnung ,, Infektionsschliuche‘ bedienie
und nicht des haufiger gebrauchten Wortes ,Infektionsfiden, wird
spater (8. 10) erklirt werden. Die Zellen werden durch das Eindringen
der Schlduche in ihrer Teilungsfahigkeit in keiner Weise gehemmt.

1 Die Photographien sind mit der Mikro-Aufsatzkamera ,,Makam‘ von E. Lrrrz,
Wetzlar, hergestellt worden, einige wurden um die Halfte vergrofert. Als Objektiv
fiir die Beobachtung wie die Photographie bei starker VergroBlerung diente ein
Apochromat 2 mm, n. A. 1,32 von W. und H. SeiBERT, Wetzlar.

1*




4 Reinhold Schaede: Die Knoéllchen der adventiven Wasserwurzeln

Es ist nun die Frage, wieweit die Infektionsschlauche in die Schichten
des Meristems vordringen, ob nicht gerade sie die Zellen zu Teilungen

Ir

Abb. 2. Langsschnitt durch ein altes Knéll-

chen. I Uberrest des Meristems; II Zone

der Zellen mit Bakteroiden; III Zone des
Bakteroidenabbaues. Vergr. 32.

anreizen und damit das Meristem
entstehen lassen. DANGEARD
(1926, S.152) schreibt, daf in
der Zone der Zellteilungen keine
Schlauche oder Bakterien in den
Zellen zu finden seien. Die Sache
ist indessen damit noch nicht
entschieden, denn es besteht da
folgende technische Schwierig-
keit. Die Meristemzellen sind
sehr reich an Cytoplasma und
die duBlersten Enden der Infek-
tionsschlduche sehr diinn; wenn
nun eine Férbung angewandt
wird, die Cytoplasma wund
Schlduche ahnlich farbt, sind

L 11T beide nicht mehr mit Sicherheit

voneinander zu unterscheiden.
So verhilt es sich z. B. auch
mit der Fuchsin-Jodgriinfirbung
bei JuerL-Material. Mit dem
BexDA-Material wurden mehrere
Farbeversuche mnach {iblichen
Methoden vorgenommen, ohne

ein befriedigendes Ergebnis zu liefern. Da in solchen Fillen allein
das Ausprobieren zum Ziele fiihrt, wurden Schnitte auf gut Gliick fiir

Abb. 3, Infektionsschliuche in jungen Zecllen.
Vergr. 1350.

3—4 Stunden in Fuchsin-Jod-
griin gebracht, worauf sie durch
Abspiilen mit starkem Alkohol
entwissert und tber Xylol in
Xylol-Kolophonium eingebettet
wurden. Der Erfolg war iiber-
raschend gut, denn die Bak-
terien waren intensiv blaurot
gefirbt, die Schliuche blau, das
Cytoplasma hellgrau mit leich-
tem rosa Schimmer, das Kary-
otin blaurot, die Nucleolen gelb-
rot und die Zellmembranen je
nach ihrem Alter blau bis blau-

grau, die Chondriosomen dagegen blieben ungefirbt. Somit hoben sich
Bakterien und Schliuche mit voller Klarheit voneinander und von allen
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Zellbestandteilen ab, so daf irgendein Irrtum ausgeschlossen war. Diese
Methode hat mir bei meiner Arbeit sehr wertvolle Dienste geleistet,
ich wire ohne sie nur wenig weiter gekommen als meine Vorginger.

Die so behandelten Préparate zeigten, daBl bel Neptunia die sehr
diinnen Enden der Infektionsschliuche weit nach vorn in die Zellen
des Meristems hineindringen, nur in dessen duflersten Schichten — etwa
vier — wurden sie nicht gefunden. Eine Photographie war leider un-
moglich, weil die Schliauche sehr viele Kriimmungen machen und die
Immersionssysteme eine zu geringe Tiefenschirfe besitzen, um ein be-
friedigendes Bild von ihnen zu liefern. Demnach wird es in erster Linie
das Eindringen der Schliduche sein, das die Zellteilungen auslést, und
die Wirkstoffe werden zu weiter vorn liegenden Zellen geleitet werden und
zu sonstigen nichtinfizierten Zellen, denn nicht in jede dringt im vor-
liegenden Falle ein Schlauch ein.

Die Richtigkeit dieser Ansicht ergibt sich aus der Tatsache, daf3 dort,
wo kein Wachsen der Schliuche besteht, auch keine Zellteilungen auf-
treten. Daher wachsen die Knollchen trotz ihres Meristems nicht
dauernd weiter wie die Wurzelspitzen. In den Knollchen der Legu-
minosen erfolgt bekanntlich die Bildung der Bakteroiden, und es setzen
Abbauerscheinungen ein, sobald Wirtspflanze und Endophyten eine
gewisse Zeit lang miteinander gelebt haben (vgl. Abb.2). Wenn nun
diese beiden Vorgange schneller fortschreiten als das Vordringen der
Schlduche, mufl das Wachstum der Knollchen zwangsldufig aufhoren.
Bei Neptunia sind ferner alte und junge Knéllchen in einem Ballen
dicht nebeneinander zu finden. Wiederholte Infektion an der gleichen
Stelle kommt nicht in Betracht, zumal mit der Bildung von Periderm
ein sehr bedeutendes Hindernis fiir das Eindringen von Bekterien ge-
geben ist. Das Entstehen immer neuer Knollchen am gleichen Ort und
damit ganzer Ballen von einer Infektionsstelle aus geht — von unzweifel-
haften Verzweigungen abgesehen — in der Weise vor sich, dal} die Endo-
phyten an geeigneten Stellen ihre Aktivitit durch Vortreiben neuer
Schlauche wieder aufnehmen, damit von neuem Zellen zur Teilung an-
reizen und dadurch die Wirtspflanze zur Bildung eines neuen Meristems
veranlassen.

Die suBersten Enden der Infektionsschlauche sind, wie gesagt, sehr
diinn, nur wenig dicker als die von ihnen umschlossenen Bakterien
(etwa 0,4 u), die ungleich lang sind (etwa 1 4) und von denen die kiirzesten
fast Kugeln gleichen. Eine der wichtigsten und interessantesten Hr-
scheinungen der Symbiose ist das Ubergehen der Bakterien aus den
Schlduchen in das Cytoplasma der Wirtszellen. Prazmowsxr (1890,
S. 217) schreibt, daB die Schliuche zu Erweiterungen mit diinner Membran
anschwellen, die sich verfliissige, und da8 sich darauf die Bakterien mit
dem Plasma vermengen; freilich sei das nicht direkt kontrollierbar.
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Nach DangreaRD (1926, S. 165) bilden sich Anschwellungen der Faden-
enden, darauf scheide der Kern zweifellos eine Substanz aus, die den
Schleim auflése und die darin enthaltenen Bakterien befreie. Auch
Mirovipov (1928, S.59) spricht von ,Infektionsvesikeln“. Man sieht,
es ist nicht viel Bestimmtes iiber diesen wichtigen Punkt bekannt, das
meiste beruht auf Annahme. Die Abbildungen, die DANGEARD gibt,
sind so schematisch, daBl sie kaum zu einer besseren Einsicht beitragen.
Allem Anschein nach hat noch niemand den Vorgang der Infektion des
Cytoplasmas genau gesehen, und es bestehen hier in der Tat einige
Schwierigkeiten. McCoy (1929, S.403) sagt, die Befreiung der Bak-
terien aus den Infektionsfiden sei schwer zu beobachten, weil sie in
Form und Firbung nicht von den Mitochondrien zu unterscheiden seien;
bei DangeEARD (1926, S. 11 {.) lesen wir, dafl in dieser Hinsicht arge MiG3-
verstindnisse vorgekommen sind, die von diesem Forscher in dankens-
werter Weise erst beseitigt werden mufiten. Hier hat sich nun die oben
(S.4) beschriebene Fuchsin-Jodgriinfirbung an BENDA-Material aus
den genannten Griinden auBerordentlich bewahrt, indem sie vollkommen
klare Bilder lieferte.

Zunichst ist zu sagen, daBl es bei Neptunia allermeist nicht das
apikale Ende eines Schlauches ist, aus dem die Bakterien herauskommen.
Wire das der Fall, dann kénnte ja der Schlauch nicht weiterwachsen
und die Bakterien nach vorn in neue Zellen tragen. Blasige Anschwel-
lungen konnten ferner an den verschiedensten Stellen beobachtet werden,
ohne daB sie sich gedffnet hitten, wie denn die Schliuche von recht
unregelmiBiger Dicke sind und allerlei Auswiichse sowie Gestaltsunregel-
mifBigkeiten aufweisen (Abb.3). Die Bakterien werden vielmehr ge-
wohnlich aus kurzen Seitenzweigen entlassen, seltener aus den Haupt-
schldauchen, nachdem ihre Enden schon in andere Zellen weiter ge-
wachsen sind. Der Ubertritt dur Bakterien in das Cytoplasma geht in
folgender Weise vor sich. Es konnte beobachtet werden, daB fast gerade
Ketten von Stibchen aus Schliuchen heraus in das Cytoplasma ein-
gedrungen waren (Abb. 4); an anderen Stellen zeigten Schlduche schwache
filllhornéhnliche Erweiterungen, aus denen die Bakterien sich infolge von
haufiger Teilung facherartig (im optischen Querschnitt) in das Plasma
verteilt hatten (Abb.5 und 6). Man wird hier an Chlamydobakterien
wie Crenothriz erinnert, deren Gallertscheide sich bekanntlich am Faden-
ende etwas erweitert, um einzelne Bakterien in das Wasser zu entleeren.
Die in das Cytoplasma iibergetretenen Stibchen vermehren sich sofort
sehr schnell, doch davon spéter mehr. Leider kann nicht gesagt werden,
aus welchem Grunde die Infektionsschliuche sich &ffnen, und die Sache
wird noch dadurch erschwert, daB es bei Neptunia Zellen gibt, durch die
wohl Schlduche hindurchgewachsen sind und sich auch verzweigt haben,
die aber niemals Bakterien entlassen. Darauf werden wir noch zuriick-
kommen (8. 13). Es kénnte ja sein, daf nicht die Zellen die Schléuche
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zur Offnung bringen, wie DanGearD (1926, S. 165) meint, sondern dafB
die Bakterien sich dabei aktiv beteiligen.

Die Infektion des Cytoplasmas hat bei Neptunia fir die Zellen die
Folge, daB sie alsbald ihre Teilungsfahigkeit verlieren; nur wenn erst
einzelne Bakterien im Plasma liegen, kann noch eine Zellteilung ein-
treten. Hierin besteht eine Parallele zu Pisum sativum, von dem Dawn-
GEARD (1926, S. 41, 44) ganz dhnliche Angaben macht. Anders verhalt
sich dagegen Phaseolus vulgaris, wo nach McCoy (1929, S.404) noch
Teilungen gefunden werden, bis die Zellen reichlich mit Bakterien gefiillt

Abb. 4 a. Abb. 4 Db,

Abb. 5a. Abb. 5b. Abb. 6.
Abb. 4—6. Einwanderung der Bakterien aus den Infektionsschlduchen in das Cytoplasma.
4a und b, 5a und b gleiches Bild bei verschiedener Einstellung. Vergr. 1350.

sind, und bei Lupinus-Arten erfolgt sogar die Verbreitung des Endophyten
allein durch Zellteilung (MiLovipov 1926, S. 339; ScHAEDE 1932, 8. 417).
Wenn man die Leguminosen hinsichtlich der Weiterverbreitung der
Endophyten im Gewebe und der Teilungsfahigkeit der Zellen mit infi-
ziertem Cytoplasma im Uberblick betrachtet, ergeben sich folgende
drei Typen: 1. Die Verbreitung erfolgt durch Schliuche, die Zellteilungen
werden unmittelbar nach dem Ubergang der Bakterien in das Cytoplasma
eingestellt (z. B. Neptunia, Pisum); 2. die Verbreitung erfolgt ebenfalls
durch Schliuche, die Zellteilungen héren aber erst auf nach reichlicher
Vermehrung der Bakterien im Cytoplasma (z. B. Phaseolus); 3. die
Schliuche fehlen, die Bakterien gehoren zum Zellinventar und werden
durch Zellteilungen regelmiBig weitergegeben (z. B. Lupinus). Man kann
in diesen Verhiltnissen eine wachsende Toleranz des Protoplasmas der
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Wirtspflanzen gegeniiber den Endophyten erblicken. Natiirlich werden
sich nicht alle Leguminosen streng einem der drei Typen zuordnen lassen,
wie denn Uberginge bei allen Lebensgemeinschaften und Lebens-
vorgangen die Regel sind.

Eine weitere Folge der Cytoplasmainfektion ist das stirkere Wachs-
tum der Zellen gegeniiber ihren Nachbarn, die entweder von den Endo-
phyten iiberhaupt nicht angegriffen worden sind oder nur einen un-
geoffneten Schlauch beherbergen; auch ihr Kern vergréBert sich stark,
was allerdings bei allen Symbiosen eine so gewéhnliche Erscheinung ist,
daB3 dariiber kein Wort mehr zu verlieren ist. Die Kerne von Neptunia
oleracea besitzen iibrigens eine sehr groBe Zahl von Chromocentren,
ebenso ist die Chromosomenzahl hoch.

Sobald die Bakterien in das Cytoplasma eingewandert sind, teilen sie
sich nicht nur viel schneller als zuvor, sondern sie werden auch betricht-
lich groBer als die im Schlauch ; sie miissen demnach in dem neuen Medium
zunichst erheblich bessere Lebensbedingungen finden. Dieses Verhalten
verdient unsere Aufmerksamkeit, denn vom Cytoplasma umschlossen
sind ja auch die Schlauche, und doch teilen sich in ihnen die Bakterien
viel langsamer. Stoffaustausch zwischen diesen und dem Plasma muf}
aber stattfinden, denn anderenfalls kénnten die Bakterien nicht die
notigen Nihrstoffe erhalten, um sich zu vermehren und die Schliduche zu
verlingern, auch wirden an die Zellen keine Wirkstoffe abgegeben
werden, die Teilungen veranlassen. Dennoch sind die Schliuche fiir be-
stimmte Stoffe offenbar ein uniiberwindliches Hindernis, wie wir spéter
(S. 11, 18) sehen werden, und ausschlieBlich bei unmittelbarer Be-
rilhrung von Bakterien und Cytoplasma ergeben sich fiir beide ganz
bestimmte Folgen, iiber die bei gegebener Gelegenheit naher zu be-
richten sein wird (S. 14, 19).

Die erste groBlere Ansammlung von Bakterien im Cytoplasma bildet
sich oft um den Kern herum (Abb. 7), kann aber auch abseits von ihm
in einem Winkel der Zelle zu finden sein. Es liegt eine Art von ,,An-
ziehungskraft seitens des Zellkernes vor, die sich héufig auch gegen-
iiber dem Infektionsschlauch auBert, indem dieser auf seinen krummen
Wegen die Richtung zum Kern bevorzugt. Darauf ist seit BEERINCK
(1894, S.732) wiederholt hingewiesen worden, so von Daxerarp (1926,
S.165) und Mrrovipov (1928, S. 59); indessen darf nicht verschwiegen
werden, daB bei Neptunia der Infektionsschlauch garnicht selten abseits
vom Kerne vorbeigehen kann, ohne von diesem in seinem Verlaufe
irgendwie beeinflufit zu werden.

Die schnelle Vermehrung der Bakterien hat zur Folge, dal} die Zelle
sich vollstindig mit Bakterien fiillt, wobei meist eine grofle Vakuole
erhalten bleibt (Abb. 7—9), wihrend vom Cytoplasma mit Ausnahme
des Tonoplasten kaum noch etwas zu erkennen ist; es hiillt die Bakterien
wohl mit sehr diinner Schicht ein. Hierin besteht offenbar bei allen
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Leguminosen weitgehende Ubereinstimmung. DaxcEarp (1926, S. 152)
macht darauf aufmerksam, daB die Bakterien nicht imstande sind, in
den Kern einzudringen, ebensowenig vermag das ja der Infektions-
schlauch. Wenn man sich die Sache niher iiberlegt, so ist das doch
merkwiirdig, denn was hindert sie eigentlich? Die Schliuche konnen
den Kern zwingen, seine Kugelgestalt aufzugeben und sich an der Stelle,
wo sie in seiner unmittelbaren Nihe vorbeilaufen, einzubuchten. Sehr
starke Einschniirungen gehen oft wohl darauf zuriick, daB der Kern bei
seinem Wachstum den Schlauch nicht beiseite zu dringen vermag und
sich deshalb um ihn herumschmiegen muB, iibrigens auch ein Hinweis
auf die flissige Beschaffenheit des Kernes.

Abb, 7. Abb. 8. Abb. 9,
Abb. 7-—9. Verbreitung der Bakterien im Cytoplasma. Abb. 7. Wenige Bakterien im Cyto-
plasma; Abb. 8. Bakterien reichlich vermebhrt; Abb. 9. Zelle mit Bakterien gefiillt bis auf
eine groBe Vakuole. Vergr. 900.

In den Zellen, die in die Streckungsphase iibergegangen sind und ihr
Volumen um ein Mehrfaches vergroflert haben, kann man die Infektions-
schlanche sehr gut untersuchen, und es ist nun von ihnen noch einiges
zu sagen. Wenn die Zellen wachsen, miissen auch die Schliauche sich
o Angern, sonst wiirden sie zerrissen werden, was jedoch niemals ge-
schien. Im Gegenteil, sie werden betrichtlich dicker als ihre sehr feinen
Enden - nd enunalten oft mehrere Reihen von Stibchen, besonders in
Anschwellungen von verschiedener Gestalt haben sich groflere Mengen
von Bakterien angesammelt. Daraus folgt, dafl die Bakterien in den
Schlauchen sich vermehren und ihre Hiille erweitern. Der Verlauf der
Schlduche in den Zellen der Neptunia ist ganz unregelmiBig, sie fithren
die mannigfaltigsten Kriimmungen aus, und selten findet man ein einiger-
maBen gerades Stiick (Abb. 3). Sie sind ferner stets von Cytoplasma um-
geben, das in den élteren vakuolenreichen Zellen eine dinne Hiille um
sie bildet.

In den Priparaten der nach JUEL und besonders der nach BENDA
fixierten Knéllchen lassen sich mit Hilfe der angegebenen Farbung die
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einzelnen Bakterien in den Schliuchen ausgezeichnet beobachten. MrrLo-
vIDOV (1928, S. 59) sagt zwar, vor seinen Untersuchungen an Carmichaelia
australis! seien ,.eher Vermutungen als Gewisses iiber das Vorkommen
von Bazillen und Kokken in den Infektionsfiden, Zoogloen und Infek-
tionsvesikeln™ geduBert worden; allein bereits bei Prazmowskr (1888,
S. 249) kann man iber ,,winzige, stibchenférmige Korperchen in den
Schlduchen lesen, ferner daf3 diese in ihrem ,,ganzen Verlaufe mit duBerst
kleinen, stibchenférmigen Korperchen erfiillt seien, und daB die Stab-
chen im Schlauch meist parallel zur Léngsachse gelagert seien, und an
anderer Stelle (1890, S.211) spricht derselbe Forscher z. B. von einem
glinzenden mit Bakterien erfiillten Schlauch, den er auch abbildet,
wonach kein Zweifel bestehen kann, daB bereits er die Bakterien in den
Schlduchen wirklich gesehen hat. Bei Neptunia oleracea sind die Stibchen
darin von ungleicher Gréfle, die kleinsten von ihnen fast kugelig, alle
von einem hellen Hofe nmgeben, der allerdings Fixierungsartefakt sein
kann. Die Schliuche besitzen einen diinnen Mantel, der sich kriftiger
farbt und auf Querschnittsbildern einwandfrei zu erkennen ist. Dieser
Eigenschaft wegen wird in der vorliegenden Arbeit nach dem Vorgang
von PrazmowsKr (1890, S. 200) von Infektionsschlduchen gesprochen und
nicht von Infektionsfiden. Der Mantel der dlteren Schliuche ist dicker
als der der jungen, und seine Wandstérke gleicht bei den ersteren der
der Zellmembranen. In seinem Inneren befindet sich eine schwicher
farbbare Substanz, zweifellos: Schleim, ein Sekret der Bakterien, in dem
sie eingebettet liegen. Der Schlauchmantel ist von Prazmowskr (1890,
S. 213) und Mirovipov (1926, S. 336) an lebendem Material beobachtet
worden, bei diesem, das ja ungeféirbt ist, muf man freilich Lichtbrechungs-
erscheinungen an den Flanken der cylindrischen Korper beriicksichtigen.
Dal3 der Mantel jedoch kein Fixierungsartefakt ist, ergibt sich aus den
folgenden Untersuchungen:

BenERINCK (1894, S. 730; 1912) hat die Blaufirbung der Infektions-
schliuche mit Chlorzinkjod gefunden. Bakterienprodukte mit dieser
Reaktion sofort fiir Cellulose anzusprechen, sind wir allerdings nicht
berechtigt (vgl. Tuxmann-RosentHALER 1931, S.947, 952); nach
Br1sERINCK (1912) firbt sich ferner das ,,Zellulan® mit Chlorzinkjod und
Jod-Schwefelsiure nicht blau. Ich habe den Versuch an Mikrotom-
schnitten wiederholt und die gleiche Reaktion beobachtet, freilich nur
an den dickeren Schliuchen, wihrend hinsichtlich der diinnsten keine
Klarheit zu erlangen war, weil der iibrige Zellinhalt sich kriftig gelb farbt
und den zarten blauen Farbton iiberdeckt. KEs zeigte aber allein der
Mantel der Schlauche die Reaktion, die Schleimsubstanz und die Bakterien
darin waren dagegen gelb, und damit bekam die Sache eine andere
Wendung, denn der Mantel hatte sich als Korper von eigener chemischer

1 Bacterium radicicola forma Carmichaeliana ist nach MiLoviDov grampositiv.
Die Rasse von Neptunia oleracea ist gramnegativ.
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Natur erwiesen und nicht lediglich als dichtere duBerste Schicht der
fadigen Zoogloa.

Zwecks naherer Untersuchung wurde Farbung mit Kongorot in
schwach basischer Lésung (3—4 Stunden lang) vorgenommen, und es
ergab sich folgendes Bild: Allein der Mantel der Schliuche, auch der
der jiingsten, war ziegelrot gefirbt ebenso wie die Zellmembranen, die
Bakterien im Schlauch dagegen und die sie einhiillende Schleimsubstanz
waren vollig ungefarbt und darum unsichtbar; die Bakterien im Cyto-
plasma wiederum und dieses selbst waren kriftig orangefarben, und zwar
war es der plasmatische Inhalt der Stabchen, der den Farbstoff ge-
speichert hatte, denn die nach seinem Abbau iibrigbleibenden Membran-
reste zeigten hell-orange Farbe. Daraus folgt erstens, daB Schlauch-
mantel und Zellmembranen sich gegeniiber Kongorot ganz gleich ver-
halten, und zweitens, dafl die Bakterien mit diesem Farbstoff wohl farbbar
sind; und wenn diejenigen im Schlauch samt der Schleimsubstanz farblos
bleiben, wahrend der Mantel rot ist, ergibt sich, dafB das Kolloid Kongorot
nur bis hierhin eindringen kann. Diese Durchlissigkeitsverhiltnisse der
Schleimsubstanz geben uns einen Hinweis fiir die Losung der frither
(S. 8) aufgeworfenen Frage, warum die Stibchen im Schlauch, obwohl
dieser vom Cytoplasma umschlossen ist, nicht ebenso giinstige Bedingungen
fiir Wachstum und Vermehrung finden wie die in das Cytoplasma selbst
eingewanderten.

Bei niherer Uberlegung muB man die Moglichkeit in Betracht
ziehen, dal der Schlauchmantel nicht ein Erzeugnis der Bakterien ist,
sondern der Zelle, indem sie die eindringende Zooglda alsbald mit einer
Hiille von Cellulose oder einem sehr nahe verwandten Stoff umgibt.
Man muB sich noch vergegenwirtigen, dafl bei den Chlamydobakterien
und sonstigen Zoogloen auf der AuBlenseite der Gallerte keine Mantel-
schicht, besonders noch dazu von eigener chemischer Beschaffenheit auf-
tritt. Um die Verhiltnisse nach Moglichkeit zu klaren, wurde Farbung
mit Himatoxylin nach EHRLICH vorgenommen, das pektinhaltige Mem-
branen firbt, reine Cellulose dagegen nicht. Nach dieser Behandlung
waren die Zellmembranen in der Tat schwirzlich!, ebenso verhielt sich
der Mantel der Schliuche, ihr Inhalt dagegen hatte sich blau gefirbt.
Man konnte ferner daran denken, dall man von intercellularen Infektions-
schlauchen, die hier und da vorkommen, einen Aufschlul erhalten
konnte; aber diese sind leider ungeeignet, weil Zellmembranen und
Mintel — falls solche hier {iberhaupt vorhanden sind — so dicht an-
einander schlieBen, daB man sie nicht unterscheiden kann. Da nun an
den Durchtrittsstellen der Schliuche durch die Zellwénde beide unmittel-
bar ineinander iibergehen und sie — die jiingsten Schliuche ausge-
nommen — gleich dick sind, die gleiche Reaktion mit Chlorzinkjod geben

! Nur das nach JuEL fixierte Material ist hierzu geeignet; in dem nach Bexpa
fixierten firben sich alle Membranen briaunlich und heben sich wenig deutlich hervor.
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sowie mit allen angewandten Férbemethoden die gleiche Firbung zeigen,
gewinnt die oben ausgesprochene Vermutung eine gewisse Wahrschein-
lichkeit!. Ein Beweis liegt freilich noch nicht vor, und ich sehe zur Zeit
keinen Weg fiir eine sichere Entscheidung.

Wiirde die Zelle den Mantel liefern, dann wiirde sich zweierlei leichter
erklaren lassen. Frstens kénnte die Offnung der Schliuche in der Weise
erfolgen, dall ihre Celluloseschicht, die an den zuletzt ummantelten
Endigungen am schwichsten ist, gelost oder infolge von Vermehrung
der Bakterien, mit der sie nicht Schritt hélt, gesprengt wird, wonach der
Schlauchinhalt in das Cytopl .sma iibertreten kann. Zweitens liee sich
die Tatsache, dafl manche Schliuche sich nie 6ffnen, so verstehen, daB
diese von der Zelle mit einem kriftigen Mantel umgeben werden, der ent-
sprechend den Teilungen der Bakterien erweitert und verstiarkt wird,
wodurch diese immer darin eingeschlossen bleiben. Auf den méglichen
Einwand, die Bakterien seien ja doch befihigt, Zellmembranen mit Hilfe
von Enzymen zu durchbrechen, kénnten also wohl auch den Mauntel auf-
l6sen, ist zu entgegnen, daB sie ausschlieBlich die jiingsten Winde durch-
bohren, die bekanntlich vorwiegend aus Pektin bestehen. Das beweisen
mit Chlorzinkjod behandelte Priparate der Knollchen von Neptunia,
denn die Winde der ausgewachsenen und der nicht mehr teilungsfahigen
Zellen geben kraftige Cellulosereaktion, die Mittellamelle ist als heller
Streifen deutlich sichtbar; dagegen zeigen die Membranen des Meristems
und der unmittelbar angrenzenden Schichten, also des Gewebes, in dem
die Endophyten sich verbreiten, nur einen schwachen bliulichen Schim-
mer, enthalten somit wenig Cellulose.

Betrachtet man das Gewebe eines ausgewachsener Knéllchens von
Neptunia oleracea, so nehmen einen sehr bedeutenden Anteil davon die
sehr grofien, mit Bakterien erfiillten Zellen ein (Abb. 1, 2), durch die
nicht selten auBerdem noch Schliuche laufen (Abb. 10—12). Das
kommt bei anderen Leguminosen gleichfalls vor, wird z. B. von DANGEARD
(1926, Tafel I, Abb. 9) fir Pisum sativum abgebildet und von McCoy
(1929, S. 403) fir Phaseolus vulgaris erwihnt mit dem Bemerken, daB
sich die Schlduche in alten Zellen nicht weiter entwickeln, was auch fiir
Neptunia im allgemeinen zutrifft; iiber abweichendes Verhalten wird
spiter berichtet (S.16). Zwischen den eben besprochenen Zellen liegen
kleinere, die von den Endophyten iiberhaupt nicht angegriffen worden
sind, also weder einen Schlauch noch Stibchen im Cytoplasma enthalten
(Abb. 1, 2). Sie treten offenbar auch bei anderen Leguminosen auf,
denn DaNGEARD (1926, 8. 165) spricht von ,,cellules parasitées’ und
,.cellules intermédiaires, nur sagt er nicht, bei welchen Pflanzen sich das

! Es sei darauf aufmerksam gemacht, daB bei Mykorrhizen Ausbildung von
Zellulosescheiden oder ,,Buchsen‘* um die Pilzhyphen vorkommt [BureErrr, H.:

Saprophytismus und Symbiose, 8. 168, 170, 181. Jena 1932. — FrEISLEBEN, R.:
Ber. dtsch. bot. Ges. 51, 355 (1933); Jb. Bot. 80, 441 (1934)].
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findet. AwuBerdem gibt es wenige Zellen, durch die zwar Schliuche
hindurchgewachsen sind, die aber im Cytoplasma keine Bakterien zeigen.
Diese Zellen gleichen im iibrigen vollstdndig den in keiner Weise in-
fizierten, insbesondere besitzen sie gleich groBe Kerne, sie verhalten sich
also so, als ob die Schliuche gar nicht da wiren, wiewohl diese sich ver-
zweigen und ansehnliche Dicke erreichen kdnnen (Abb. 13, 14). Daraus
folgt, daBl im vorliegenden Falle die Bakterien in den Schliuchen zwar

Abb. 11,

Abb, 10—12. Mit Bakterien getiillte Zellen,
darin zugleich ein ungetffneter Infektions-
schlauch. Vergr. 900.

Abb. 12.

ernihrt werden und sich in gewissen Grenzen vermehren, daB sie dagegen
auf die Zelle nicht denjenigen EinfluB ausiiben konnen, der vorliegt,
sobald sie in das Cytoplasma iibergewandert sind, und der Zelle wie Kern
zu starker Volumenzunahme veranlait. Vielleicht ist auch hier die in einem
fritheren Absatz erwihnte Durchlassigkeit der Schleimsubstanz im Spiele.

Es ist zu erwahnen, daB die Schliuche gelegentlich in Intercellularen
gefunden werden, und zwar nicht in vorgebildeten, sondern in Géngen,
die sie selbst durch Auflésung der Mittellamelle gebildet haben. In
Anbetracht der Fahigkeit der Endophyten, Zellwinde zu durchdringen,
ist es nicht verwunderlich, wenn an manchen Stellen die verhéltnisméfig
leicht losliche Pektinsubstanz der Mittellamelle besonders stark an-
gegriffen wird und die Schlduche ihr folgen. Schon PRAZMOWSKI (1890)
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bringt eine Abbildung, die zeigt, daf bei der Erbse die Schliuche sich
beim Durchtritt von einer Zelle zur anderen in der Mittellamelle stark
erweitern; &dhnliches konnte auch bei Neptunia beobachtet werden.
Ferner bringt MiLovipov (1926, S. 337) Angaben iiber intercellulare
Zooglven.

Wenn auch die Umgestaltung der Bakterien in die Bakteroiden eine
bekannte Erscheinung ist, lohnt es sich doch, in Kiirze darauf einzugehen,
wie der Vorgang sich im vorliegenden Falle abspielt, wihrend dessen
die betreffenden Zellen iibrigens betrichtlich wachsen (Abb.2). Zu-
nichst werden die Bakterien gréfer, vor allem nimmt ihre Lénge zu,
sie verlieren die gerade Stdbchenform, es treten bereits keulige Gebilde

Abb. 13. Abb, 14.
Abb. 13 und 14. Bakterienfreie Zellen mit Infektionsschliuchen, die ihre Bakterien nicht
entlassen. Vergr. 900.

auf (Abb. 15), und unter weiterer GroBenzunahme entstehen gekriimmte
Keulen, schlangenihnliche und unregelmiBige langliche Gestalten (Abb. 16).
Diese schwellen zur Birnenform an, und schlieBlich werden Blasen
daraus (Abb. 17), die gegeniiber der urspriinglichen GréBe der Stdb-
chen stark an Umfang zngenommen haben. In das Cytoplasma einwan-
dernde Stibchen messen 0,4 : 1 u, nach ihrer Verbreitung darin durch-
schnittlich 0,5 : 1,5 u, die Blasen haben einen Durchmesser von 2,54 im
Durchschnitt. Morck (1891), der die Bakteroiden von 65 Leguminosen-
arten untersucht und beschrieben hat, bildet fiir Neptunia oleracea auch
Y-Formen ab; diese habe ich zwischen den erwidhnten Gestalten ganz
selten gefunden. In den Birnenformen und besonders in den Bldschen
sind rundliche, stark lichtbrechende Korper zu sehen. Es handelt sich
sehr wahrscheinlich um einen in Menge angesammelten Reservestoff,
jedoch nicht Fett, denn Schwérzung mit der Osmiumséure des Fixierungs-
mittels nach BENDA erfolgt nicht. Diesen Stoff in gleicher Form hat
bereits DanorEARD (1926, S.168) in Birnen- und Blischenbakteroiden
bei anderen Leguminosen beobachtet, er tritt also offenbar in diesem
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weit fortgeschrittenen Zustand der Verdnderung hiufig auf. Eine inter-
essante Angabe findet sich bei Prazmowskr (1890, S. 206). Er schreibt,
bei der Erbse seien die Blaschenbakteroiden verhiltnismaBig selten,
héufiger bei T'rifolium- und Medicago-Arten, und sie wiirden namentlich
in solchen Knollchen massenhaft angetroffen, die samt den Wurzeln

Abb. 15—17. Umwandlung der Stab-
chen in Bakteroiden. Abb. 15. Beginn
der Gestaltsverianderung;
Abb. 16. Stark verinderte Stibchen;
Abb. 17, Blaschen. Vergr. 900.

Abb. 17.

lingere Zeit in Wasser untergebracht worden seien. Der Aufenthalt
unter Wasser scheint danach die Ausbildung der Blaschenbakteroiden,
die sonst nicht allzu hiufig sind, zu begiinstigen, und das wiirde ja gerade
fir die Wasserwurzelknéllchen der Neptuniaz in erster Linie zutreffen.
Verianderungen der Zellkerne konnten in den bakteroidenhaltigen Zellen
mit Ausnahme der Vergroferung nicht festgestellt werden, leichte
GestaltsunregelmaBigkeiten gehen auf die Wirkung des Fixierungsmittels
zuriick, sie konnen auch in nicht infizierten Zellen beobachtet werden,
und wenn Mirovipov (1928, S.59) fiir die ersteren amoboide Zellkerne
beschreibt, so hat er sicherlich Fixierungsartefakte vor sich gehabt.
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Befindet sich in einer bakterienfithrenden Zelle ein Schlauch, so
bleiben die darin eingeschlossenen Stabchen von den beschriebenen
Gestaltsveranderungen unberiihrt, woriiber bald ausfithrlicher zu be-
richten sein wird (S. 18). Doch kann es vorkommen, dafl ein Schlauch
sich nachtriglich 6ffnet, und dann liegt zwischen den Bakteroiden eine
Ansammlung von unverdnderten Stibchen! (Abb. 18), die freilich bald
das gleiche Schicksal haben werden wie die friher in das Cytoplasma
iibergetretenen. Es scheint mir, dal der in Rede stehende Vorgang durch
Sprengung des Schlauches infolge von starker Vermehrung der Bak-
terien zustande kommt, denn man kann auffallend groBe blasige Er-
weiterungen der Schliuche antreffen und nicht selten in jemen Hauien

Abb. 18. Abb. 19.
Abb. 18 und 19. Spiate Offnung von Infektionsschliuchen. Vergr. 900.

intakter Stibchen noch die Form der Schlauchanschwellungen wieder-
erkennen (Abb. 18, 19). Diese nachtrigliche Offnung ist in manchen
Knéllchen keine seltene Erscheinung, in einem, dessen Schnitte ich durch-
suchte, war sie geradezu die Regel, so daB Schliuche und Bakteroiden
gleichzeitig in einer Zelle nur selten angetroffen wurden.

DaB die Bakteroiden schliefilich abgebaut werden und das Gewebe
der Knéllchen degeneriert, ist bekannt; so wird denn auch aus denen
von Neptunia, wenn sie ein bestimmtes Alter erreicht haben, auf Druck
eine schleimige Masse entleert. Aber genaue Angaben iiber die Einzel-
erscheinungen des Abbaues sind recht sparlich. Wie DaNcEARD (1926,
S. 168 f.) schreibt, schwindet der firbbare Inhalt der deformierten Bak-
terien, und zwar unter dem EinfluB von Protease, die der Kern aus-
scheiden soll. SCHAEDE (1932, S.418ff.) hat an den Knéllchen von Lupinus

1 Nachtrigliche Offnung von Schlduchen kann sogar noch eintreten, wenn der
Abbau der Bakterien schon begonnen hat.
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albus nachgewiesen, daBl die plasmatischen Bestandteile der endophyti-
schen Bakterien abgebaut werden, wihrend ihre Membranen - tibrig
bleiben. Dasselbe gilt im grofien und ganzen auch fiir Neptunia oleracea.
Die Verdauung macht sich optisch in einem Schwinden der Farbbarkeit
des Plasmas bemerkbar (Abb. 2), die Bakteroiden verblassen also, und
zwar pflegt dieser Vorgang in dem Blischenzustand einzusetzen (Abb. 20).
Doch konnte hinsichtlich des Beginnes bei Neptumia in den einzelnen
Knollchen verschiedenes Verhalten beobachtet werden, indem n#mlich
bereits die Birnenformen verblassen
konnen, in anderen Fillen die stark
deformierten Stédbchen, ja einmal sogar
schon die vergréBerten Stdbchen; hier
fing demnach der Abbau des Bakterien-
plasmas bereits an, ehe sich richtige
Bakteroiden gebildet hatten.

Nach vollendeter Verdauung der
Bakterien schrumpfen ihre Membranen
infolge des Turgorverlustes zu unregel-
mafBigen Gebilden ein, die meistenteils
untereinander verkleben. Im weiteren
Verlauf koénnen zwei Wege eingeschlagen
werden. Entweder ballen sich die Mem-
branreste zu einem wirren Haufen zu- Abb. 20. Die Verdauung
sammen, die sie bergende Zelle stirbt deﬁﬂ?ggg‘;&”‘gﬁgf%’a_iSt
ab und wird nach Schwinden ihres

Innendruckes von den turgeszenten Nachbarn zusammengedriickt.
Oder es entsteht in der Zelle eine schleimige flockige Substanz, viel-
leicht durch Verquellen und Verschleimen der Bakterienmembranen,
die nicht mehr sichtbar sind. In diesem Falle kénnen die abgestorbenen
Wirtszellen ihres Inhaltes wegen nicht zerdriickt werden, sondern ihre
Wiinde werden nach innen durchgebogen. Beide Vorginge kénnen sich
in den einen Knélichen nebeneinander abspielen, in anderen findet
man wiederum streng geschieden entweder den ersten oder den
zweiten.

Von dem Cytoplasma der Wirtszellen, in denen Bakterienverdauung
stattfindet oder vollendet ist, 1aBt sich nichts Rechtes mehr erkennen,
es muf} sich um so geringe Mengen in so diinner Schicht handeln, da8
sie sich der Beobachtung entzichen. Dagegen werden die groflen Kerne
ohne Schwierigkeiten nachgewiesen. Sie sind anscheinend noch un-
verdndert, wenn die plasmatischen Bestandteile der Bakterien so gut
wie vollstindig abgebaut sind; inwieweit gewisse Abweichungen ihrer
Form von der Kugelgestalt der Natur entsprechen oder auf die Fixierungs-
mittel zuriickgehen, kann man nicht sagen. Die Kerne sind auch noch

vorhanden, wenn von den Bakterien nur noch die Membranreste iibrig
Planta. Bd.31. 2
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sind oder die schleimige Substanz sich bildet, immer solange die Zellen
noch turgeszent sind. In diesen spiten Stadien haben die Kerne jedoch
sehr eigenartige, vollkommen unregelmiflige Formen angenommen und
zeigen hinsichtlich der Farbbarkeit Abweichungen von den normalen,
daBl man sie mit Recht fiir stark von den Degenerationserscheinungen in
Mitleidenschaft gezogen ansprechen wird. Nach dem Verlust des Turgors
der Zellen konnten die Kerne nicht mehr ermittelt werden. Diesem Be-
fund zufolge ist es sicher, daB nicht nur die wertvollen Stoffe der Bak-
terien, sondern auch Cytoplasma und Kerne der sie beherbergenden
Zellen von dem benachbarten Gewebe resorbiert werden.

Auf die Bakterien in den Schliuchen haben die Abbauerscheinungen
keinerlei EinfluB, sie verwandeln sich ja auch, wie oben erwihnt worden
ist, nicht in Bakteroiden. Man findet also im Endstadium zu seiner Uber-
raschung die Stibchen im Schlauch vollkommen unverindert, wihrend
von denen im Cytoplasma nur noch die beschriebenen Reste vorhanden
sind, Das ist bereits Prazmowski (1890, S. 200, 229) und BEIJERINCK
(1894, S.730) aufgefallen; dieser sagt auch schon, dafl es vielleicht die
Schleimbhiille sei, durch die die Bakterien vor der Beeinflussung vonseiten
des Cytoplasmas geschiitzt werden. Der frither (S.11) beschriebene
Farbeversuch mit Kongorot, in dem sich allein der Schlauchmantel
firbte, nicht aber der Schlauchinhalt, hat den Nachweis fiir die Undurch-
lissigkeit der Schleimsubstanz gegeniiber bestimmten Stoffen erbracht,
und zu diesen gehdren, wie wir jetzt genau angeben konnen, sowohl die
Stoffe, welche die Umwandlung der Stibchen in Bakteroiden bewirken,
als die Enzyme, welche die Verdauung der Bakterien besorgen.

BEwERINCK (1888, S.727) wie Prazmowskr (1890, S. 200) geben an,
daB sich aus alten entleerten Knéllchen Bacterium radicicola leicht iso-
lieren lasse, wihrend das in frilheren Zustinden weniger einfach sei.
Die Praparate alter Knollchen mit' der schleimigen Degeneration der
Bakterienreste bringen die Losung dieser etwas merkwiirdigen Sache.
In der Schleimsubstanz konnen nidmlich ganz normale Stibchen an-
getroffen werden. Ein Einbruch fremder Bakterien von aulBlen her
kommt nicht in Betracht, weil das Gewebe der Knollchen, insbesondere
das Periderm, noch nicht zerstort ist. Es kann also nur Bacterium radict-
cola sein, das sich aus den unversehrt gebliebenen Schlduchen befreit und
in dem Schleim verbreitet hat, was iibrigens schon PrazMowskr (1890,
S.230) als moglich angenommen hatte. Diese so spite Offnung der
Schliuche ist ohne weiteres verstindlich unter der Voraussetzung, daB
ihr Mantel von der Zelle gebildet wird; denn nach dem Tode der Zelle
kann der Mantel nicht mehr entsprechend der Vermehrung der Bakterien
instand gehalten und darum gesprengt werden. Unter solchen Um-
stinden ist es ohne weiteres verstindlich, wenn aus alten Knéllchen,
obwohl deren Bakteroiden vollstindig verdaut sind, das Bakterium ohne
Schwierigkeit isoliert werden kann.
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Es wurde eben gesagt, in dem Schleim seien ganz normale Stibchen
zu finden. Hier ist eine Einschrinkung zu machen, weil die Bakterien
in einzelnen Fillen auffallend blaBl gefarbt waren. Wenn man die Ver-
hiltnisse beim Abbau der Bakteroiden beriicksichtigt, wo ja eine Ab-
nahme der Fiarbbarkeit infolge von Schwinden des Plasmas vorliegt,
so wird man dasselbe- fiir die in Rede stehenden Stibchen in Betracht
ziehen. Die Ursache hierfiir kénnte sein, daBl gelegentlich noch proteo-
lytische Enzyme in dem Schleim vorhanden sind, von denen die in ihn
eingewanderten Bakterien angegriffen werden.

Die Untersuchung der Knolichen der Erdwurzeln brachte iibrigens
das gleiche Ergebnis wie die der Wasserwurzelknollchen.

Zum Schlusse wollen wir in einer Zusammenstellung betrachten, in
welcher Weise sich die Endophyten und die Wirtszellen gegenseitig beein-
flussen, soweit sich das mit Hilfe des Mikroskopes erfassen lafit. Das
Ergebnis wird nicht allein fiir Neptunia oleracea gelten, sondern auch fiir
alle Leguminosen mit dhnlichem Befund. Die in den Infektionsschlduchen
eingeschlossenen Bakterien veranlassen die Wirtszellen zu gesteigerter
Teilungstitigkeit, sie finden gewisse Mengen von Nahrung, so daB sie
sich innerhalb bestimmter Grenzen vermehren konnen und ein Wachs-
tum der Schliuche ermioglicht wird. Indessen werden sie nicht in Bak-
teroiden umgewandelt, auch nicht verdaut, obwohl sich diese Vorginge
in der nichsten Umgebung der Schliuche abspielen; die Schleimhiille
schiitzt sie vor der dahin gerichteten Einwirkung seitens der Wirtszellen.
Wenn diese einen Schlauch beherbergen, der geschlossen bleibt und darum
keine Bakterien in das Cytoplasma entlif3t, verhalten sich die Zellen
genau so wie nicht infizierte. Dagegen finden wir wesentlich andere
Wechselwirkungen, wenn die Bakterien und das Cytoplasma der Wirts-
zellen nach Offnung der Schliuche in unmittelbare Berilhrung mit-
einander getreten sind, und zwar ausschlieflich unter dieser Voraus-
setzung. Die Wirtszellen wie ihre Kerne werden zu starker Grofen-
zunahme veranlaB8t, die Teilungsfihigkeit dagegen unterdriickt. Die Bak-
terien werden groBer und vermehren sich sehr schnell, sie finden demnach
anfangs giinstigere Lebensbedingungen als in den Schlauchen. Dann aber
erfolgt ihre Verwandlung in Bakteroiden, und schliefilich werden sie
von den Wirtszellen verdaut. Die in das Cytoplasma iibergetretenen
Bakterien sind bei normalem Ablauf der Symbiose trotz der zunichst
guten Entwicklung unfehlbar dem Tode verfallen; man bekommt den
Eindruck, als wiirden sie von der Wirtspflanze gemastet und dann fiir
die eigene Ernihrung verbraucht. Aber auch die Wirtszellen mit in-
fiziertem Cytoplasma sterben immer nach Verdauung der Bakterien ab.
Alle wertvollen Substanzen werden sicherlich von den Nachbarzellen
resorbiert.



20 Reinhold Sehaede: Die Knéllchen der adventiven Wasserwurzeln

Zusammenfassung,

An frei im Wasser gewachsenen Adventivwurzeln der Leguminose
Neptunia oleracea LoUR. wurden zahlreiche Bakterienknollchen ge-
funden, an den Erdwurzeln der gleichen Pflanze befanden sich da-
gegen nur wenige. Die Wasserwurzelknéllchen waren bisher noch nicht
bekannt.

Die Infektion der Wurzeln erfolgt im vorliegenden Falle nicht durch
die Wurzelhaare, denn diese fehlen, sondern durch die Epidermis, viel-
leicht durch Verletzungen.

Die Infektionsschliuche veranlassen die Wirtszellen zu verstirkter
Teilungstitigkeit, sie reichen weit in das Knollchenmeristem hinein,
nur dessen auferste Zellschichten sind frei von ihnen. Wo die Schlduche
nicht im Wachstum begriffen sind, treten auch keine Zellteilungen
auf.

Die Einwanderung der Bakterien aus den Schlduchen in das Cyto-
plasma der Wirtszellen konnte in allen Einzelheiten beobachtet werden.
Die Stiabchen kommen in einzelnen Ketten aus den Schliuchen heraus,
oder sie verbreiten sich in groBerer Zahl ausstrahlend aus fiillhorn-
ahnlichen Erweiterungen der Sehlauchenden.

Unmittelbar nach der Infektion des Cytoplasmas werden die Teilungen
der Wirtszellen eingestellt, doch vergréBern sich diese wie auch ihre
Kerne. Die Bakterien im Cytoplasma vermehren sich betrachtlich
schneller und werden gréBer als die in den Schliuchen.

Die Schlduche besitzen einen Mantel, darin liegen in einer Schleim-
substanz die Bakterien. AusschlieBlich der Mantel farbt sich mit Chlor-
zinkjod blau, er 1B+ sich auch mit verschiedenen Farbstoffen nachweisen;
mit dem Kolloid Kongorot farbt er allein sich rot, wihrend der ganze
Schlauchinhalt ungefirbt bleibt. Daraus lassen sich wichtige Schliisse
auf die Durchlissigkeit der Schieimsubstanz ziehen. Da Schlauchmantel
und Zellmembranen die gleiche Reaktion und Farbbarkeit zeigen, ist
ersterer moglicherweise ein Erzeugnis der Zelle.

In manchen Zellen entlassen die Schliuche nie Bakterien, diese Zellen
verbalten sich geradeso wie nicht infizierte.

Die Umwandlung der Stabchen in Bakteroiden und besonders deren
Abbau wurden eingehend untersucht. Von diesen Erscheinungen bleiben
die in Schliuchen eingeschlossenen Stébchen vollkommen unberiihrt,
ihre Schleimhiille schiitzt sie. Die Zellen mit infiziertem Cytoplasma
sterben nach der Verdauung der Bakteroiden stets ab.

Entlassung von Stébchen aus Schliuchen nach Verdauung der Bak-
teroiden kommt vor, so daB sich in deren schleimigen Uberresten intakte
Bakterien befinden konnen.
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