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UNTERSUCHUNGEN I~BER DIE BAKTERIELLE 
WURZELSYMBIOSE EINIGER LEGUMINOSENHOLZER1). 

Von 

D. FEH~R und R. BOKOR. 

Mit 4 Textabbildungen. 

Der Zweck der vorliegenden Untersuehungen war, die Wurzelsym- 
biose einiger LeguminosenhSlzer, die noch iiberhaupt nicht oder weniger 
erforscht sind, zu erforschen und die Verwandtschaft der Wurzelbakte- 
rien auf serologischem Wege zu bestimmen. 

1. Amorpha fruticosa. 

Die Wurzeln dieses Baumes zeigen bereits bei der morphologischen 
Untersuchung<lie eharakteristischen WurzelknSUehen der Leguminosen. 
Die KnSllehen sind meistens schwarzbraun gef~rbt. Sic haben mehr 
oder weniger rundliche Gestalt, sind aber gewShnlich einfach gebaut 
und weisen in der Regel keine Verzweigung auf. Sic werden gew6hnlich 
bereits in dem ersten Jahre ihrer Entstehung yon einem Periderm 
bedeckt, das jedoch wie bei den WurzelknSllchen der Robinie (Abb. 1) 
oberhalb der Gefgl~biindel yon Lentizellen-~hnliehen Bildungen unter- 
broehen wird, um dadureh den Stoffaustausch erm6glichen zu kSnnen. 
Die KnSllchen entstehen aus der primgren Rinde der Wurze] und werden 
yon zahlreichen Abzweigungen der Gefg]3biindel der Wurzel dureh- 
zogen. Ihre Gr613e betr~gt in der Regel i 4 ram. Sic bleiben selten 
fiber 2 Jahre am Leben und sterben dann ab; ihr Inhalt sehwin- 
det langsam und wird allm~hlich yon den fibrigen C-eweben der 
Wurzel abgestoI~en. Dementspreehend finder man sie am meisten an 
1--3jghrigen Verzweigungen der Wurzel. 

Ihre guflere Form und GrS•e weicht daher ganz Wesentlich yon den 
KnSllchen der fibrigen Leguminosen, namentlieh yon denen der Robinia 
Tseudacacia ab. 

1) Vorgelegt der III. Abt. der kgl. ung. Akademie der Wissenschaften. 
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Das innere Gewebe der KnSllchen besteht aus groBen parenchyma- 
tisehen Zellen, die unter dem Periderm yon einer diinnen Sehicht paren- 
chymatischer Zellen normaler Form und Gr56e umgeben werden, In  
dieses Gewebe. sind die Gef/i6biindelverzweigungen eingebettet. Das 
grol~zellige Pareneh:ym bildet das bakterioide Gewebe, dessert Zellen 
besonders in jungem Zustande yon den Bakterien vollkommen ausge- 
fiillt sind und deshalb mit  Bakterienfarbstoffen (Fuchsin, Spirsil, Gen- 
t ianaviolet t  usw.) st/~rkere Farbenreaktion zeigen. Wir konnten es be- 
sonders schSn und deutlich mit  dem Spirsil f~rben. Die fiir das Ein- 
dringen und die Weiterbewegung der KnSllchenbakterien so charak- 
teristische Sehl/~uehe finder man in allen Zellen vor (Abb. 2). Es sind 
sogar aul~er den bakterioiden Zellen die Bakterien und Schl/~uche aueh 
in den Zellen tier parenehymatischen Rindenschieht nachzuweisen und 
zu beobaehten. 

Sehon bei einfaehen Anstriehpr~paraten, die man durch Zerquetschen 
yon lebenden KnSllehen gewinnt, kann man deutlieh und vollkommen 
einwandfrei ermitteln, da$ in den KnSIlchen auSer dem Bacterium 
radieicola noch ein zweites Bakterium anwesend ist. Das letztere isC 
viel diinner und kleiner als Bacterium radicicola, kommt aber in den 
meisten KnSllchen in groSen Mengen vor. 

Die beiden Arten konnten dann mit der Anwendung des selektiven 
Kulturverfahrens ohne besondere Sehwierigkeiten naehgewiesen, ge- 
t rennt  und reingeziichtet werden. Die Kulturen des Bacterium radici- 
co/a zeigen auf Bohnenextraktagar-N/~hrboden (nach KocH) die be- 
kannten Merkmale der von Robiuia reingeziichteten Art. Ihre morpho- 
logisehe Diagnose bereitete daher keine Schwierigkeiten. Die Kulturen 
des anderen Genus waren bereits auf den Agarplatten naeh ihrer/~uf~eren 
Form yon den Kolonien des Bacterium radicicola zu unterseheiden. 

Um die Biologie des aus den WurzelknSllchen der Amorpha rein- 
gezfichteten Bacterium radicicola n/~her kennen zu lernen, haben wit  
mit  ibm die versehiedenen N~hrbSden erprobt mit  folgendem Erfolge: 

Am besten gedeiht es auf Bohnenextraktagar (Abb. 3). 

Die Kolonien sind ganzrandig, wenig erhaben, anfangs milchglas- 
artig durchseheinend und gl~nzend wei6. Ihre Farbe wird sp/~ter ganz 
wei6 und am Boden der Eprouvet te  sammelt sieh ein weiSer Nieder- 
schlag. Die Bakterienmasse der Kolonie ist stets homogen und wird 
in /~lterem Stadium z/ihe. Die Form der Bakterien ist: kleine, dicke 
St~behen mit  abgerundeten Enden. In  ~lteren Stadien werden sie yon 
einer Schleimhfille umgeben. GrSSe in jungen Kulturen 0,8---0,9 ju breit 
und 1,2---2,4 u lang, in ~lt~ren Kul turen 1,8 # breit und bis 3,6 # lang. 
In  dem letzteren Stadium nehmen sie ganz elliptische Formen an, und 
ihr Protoplasma weist eine grobkSrnige Struktur  auf. 

27* 
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Bodenextraldagar (naeh L6~NIS). Die Kolonien sind den oben be- 
schriebenen ~hnlich. Ihr Wachstum ist jedoeh langsamer. 

.Fleischpeptonagar. Waehstum sehr langsam. Die Kolonien werden 
wellenrandig, gelbfarbig, in der Mitre erhaben und von grobkSrniger 
Struktur. Ihre Oberfl~ehe ist wellig. 

Fleischpeptongelatine: kein Waehstum. 

Fleischbouillon: kein Wachstum. 

Milch: Wachstum sehr langsam. Die Bakterlen bleiben nach er- 
folg~er Teilung kettenfSrmig beisammen und werden yon einer gemein- 
samen Sehleimhiille als Scheide umgeben, die den in den KnSllchen 
sichtbaren Sehl~uehen ~hnlieh sieht. 

Karto/lel: Wachstum gut. Kolonie wellenrandig, mattgelb. W~chst 
als dichter Uberzug. 

Luftbediirfnis: Anaerob geziichtet w~ehst die Kolonie sehr kiimmer- 
lieh und nut auf Bohnenextraktagar. Sie hat dasselbe Aussehen, wie 
aerob. Auf Fleisehagar und -gelatine kein Wacllstum. Infolgedessen 
gIauben wir uns bereehtigt, anzunehmen, dab das Bacterium radicicola 
m abweiehend yon der bisherigen Auffassung - -  fakultativ aerobiont 
ist. Der Umstand, dab es anaerob nur auf dam Bohnenextraktagar, 
also nur in Anwesenheit yon grS~eren Ylengen von Kohlehydraten 
w~chst, l~Bt darauf sehlie~en, da~ es zu seiner intramolekularen Atmung 
Kohlehydrate benutzen kann. 

Das zweite isolier~e Bak~erium wurde nach seinem kulturellen und 
morphologischen Verhalten als Bacillus mycoides (FT.iiGGv.) identifiziert 
und damit der Beweis einer eigenartigen Symbiose der Amorpha/ruti- 
cosa mit zwei Bakteriumarten erbracht. 

Um der physiologisehen Bedeutung dieser Symbiose n~her treten zu 
kSnnen, wurden nun sterile Kulturen yon Amorpha /ruticosa in dem 
Versuehsgew~chshause aufgestellt. 

Die vorher sorgf~Itig sterilisierten Samen wurden in sterilem Keim- 
bert vorbehandelt, und die so erzogenen sterilen Keimlinge wurden dann 
im Impfkasten in sterile Lombiken getan, welehe mit sterilen N~hr- 
15sungen naeh CaONE beschickt waren, und deren Miindung mit einem 
Wattebauseh st~ndig gut versehlossen war, und hierauf in sterilen Quarz- 
sand gebracht und gezfichtet. Ein Teil der Versuchspflanzen dienr un- 
geimpft als Kontrolle, der andere Tell wurde getrennt mit Bacterium 
radicicola bezw. Bacillus mycoides, der letzte Teil mit beiden Arten gleieh- 
zeitig geimpft. Der Versueh hat nun gezeig~, dab das optimale Waehs- 
turn erst beim Vorhandensein beider Bakterienarten erreieht wird. Den 
Auszug des Versuchsprotokolls zeigt, in Durchschnittszahlen angegeben, 
Tabelle 1. 
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Tabelle 1. Sterile Anzueht yon Amorpha fruticosa. I. Kontrolle. 1I. ge- 
impft mit Bacillus mycoides (Flfigge). III. geimpft mit Bacterium radicicola. 

IV. geimpft mit beiden Arten. 

~r .  

I~  

II. 

III. 

IV. 

Stamml~,nge a m  

,nde des  Versuches  

7 

10 

18 

20 

Zahl der Seiten- 

zweige : 

4 

Entwick lung  yon 

KnSl lchen  

0 

0 

Kleine An- 
sehwellungen, 
als Anfangs- 
stadium der 
KnSllehen- 

btldung. 

Dauer :  A n m e r k u n g :  

V e t o  

16. VI. 
19'25 
bis [ 

30. X. I Sehr 
! 

1925. kr~tftige 
136 Tage. Exemplare. 

Die Verwandtsahaft dieses Bakteriums mi~ dem Wurzelbakterium 
der Robinie wurde mit Kaninahenblutserum auf dem Wege der Agglu- 
t ination bestimmt. Die 24stiindigan Kulturen des Amorpha-Bakteriums 
wurden 1 Stunde lang bei 55 ~ C abget6tet und in physiologischer Koah- 
salzl6sung mit  steigenden Dosen yon 1---4 em3 (mitunter viermal mit  
4 cma) Aufschwemmung in~ravenat so tange geimpft,, bis eine Reaktion 
beim Tiere eingetre~en is~ (starkes Fieber, Abmagerung usw.) und ein 
hSherer Agglutinationstiter mi~ demselben Stamm erreicht wurde. Dies 
geschah etwa achtmal, und so wurde nach 16 Tagen bUS dem Blur des 
Versuehstieres das Agglutinationsserum naah griindlichem Auszentri- 
fugieren bereitet. Die Agglutinationsversuahe ~11rden mit kleinen Re- 
agensgl~sern ausgefiihrt. Die Agglutinationstiter, bezogen auf die yon 
den anderen untersuchten Holzarten reingeztichteten Radicicola-Arten, 
zeigen die Tabellen 2, 3 und 4. Es sei hier bemerkt, dab der Agglu- 
tinationstiter des ungeimpften Kaninahenblutserums bei 1 : 1 0  liegt,. 

2. Gleditschia t r iacanthos.  

Auf den Wurzeln dieser Holzpflanze werden keine Vv'urzelkn611chen 
gebildet. Ers~ die n~hare Untersuahung zeigte uns, dab die 1- und 2- 
j~hrigen jungenWurzeln  massenhafte Anschwellungen zeigen, welehe, 
abgasehen yon ihrer Dicke, yon den iibrigen Wurzelteilen sieh aueh 
dadurch unterscheiden, dab sie ganz unabh~ngig yon ihrer Lage und 
yon ihrem Altar mit Wurzelhaaren dicht bedeck~ sind. Die diah$ neben- 
einander stehenden und meistens rotbraunen Haare kSnnen bereits mit 
dem freien Auge als dichter Pilziiberzug wahrgenommen werden. 

Die mikroskopisahe Untersuahung zeigte nun, dab die Wurzelan- 
schwellungen aus dem Gewebe der primKren Rinde gebildet werden. 
In  den paranahymatisehen Zellen dieses Gewebes kann man sodann die 

P l a n t a  Bd.  2. 27b 
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typischen Vordringungsschl~uche und die Wurzclbakterien selbst 
nachweisen. 

Diese Anschwelhngen bleiben gewShnlich bis zum 2:---3. Jahre  am 
Leben;  mi t  der immer m~chtiger fortschreitenden Entwicklung des 
aus dem Per ikambium entstehenden Pel~derms werden sie dann lang- 
sam nach Schwinden des lebenden Inhaltes der Zellen allm~hlich ab- 
getrennt. Die Wurzelhaare" zeigen gelbbraunen, homogenen Inha!t .  
Die Reinkulturen, welche aus 1---2-j~hrigen Anschwellungen geimpft 
und angeziichtet waren, konnten makro- und mikroskopisch als die 
Kolonien des Bacterium radicicola identifiziert werden. Sie sind fiberein- 
s t immend mi t  unseren Amorpha-Erfahrungen fakul ta t iv  aerob. 

3. L a b u r n u m  v u l g a r e .  

Die WurzelknSllchen sind naeti dem Typus der Robinie gebaut. _&us 
ihnen wurde ebenfalls auf Bohnen- und Bodenextraktagar Bacterium 
radicicola reingeziichtet. Seine Morphologie und Biologie ist ganz ~hn- 
lich dem yon der Robinia pseudacacia reingezfichteten Radicicola-Art. 
Seinen Agglutiaationstiter enth&lt Tabelle 3. 

Tabelle 2. Die Agglutinationstiter des mit Bacterium radicicola der Amorpha 
fruticosa geimpften Kaninchenblutserums. 

Die Agglutination ist erfotgt bei den Bakterien ~on 

Vet- Robinia I Amorpha i Laburnum [ Gledi~schia 
diinnungen. , 

reingeziichteten Arten. 

1:1o 
1:10o 

1 : 2 0 0  

1 : 500 

1 : lOOO 

1 : 2 0 0 0  

1 : 3300 

1 : 4000 

1 : 5 0 0 0  

1 : lOOOO 
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.-I- 
-I- 
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o 
o 
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-b 
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.-F 
-H- 
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A- 
H- 
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H- 
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H- 
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o 
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4.  S o p h o r a  j a p o n i c a .  

In  den Wurzeln waren Bakterien weder anatomisch, noch bakterio- 
logisch nachzuweisen. 

5. R o b i n i a  p s e u d a c a c i a .  

Nachdem die Wurzelbakterien der Robinie geniigend erforscht 
sind, haben wir nun die Verwandtschaft mit  den anderen yon uns unter- 
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suchten SymbionSen auf serologischem Wege untersucht. Die Ergebnisse 
enr Tabelle 4. Die yon der Robinie reingezfichteten St~mme haben 
sich auch als fakultativ aerob erwiesen. 

Tabelle 3. Die Agglutinationstiter des ]nit Bacterium radicicola des Laburnum 
vulgate geimpften Kaninchenblutserums. 

Die Agglutination ist erfolgt bei den Bakterien von 

Vet- l~obinia I Amor~h~ 1Labu~'num I Gledi~schia 
diinnungen 

reingeziichteten Arten 

1:10 
1:100 
1:200 
1:500 
1:1000 
1:2000 
1:3300 
1:4000 
1:5000 
l:IO000 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
0 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
0 
0 
0 
0 
0 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
0 
0 
0 
0 
0 
0 

TabeHe 4. Die Agglutinationstiter des mit Bacterium radicicota der Robinia 
~seudacacia geimpften Kaninehenblutserums. 

Die Agglutination ist erfolgt bei den Bakterien yon 

V er- Robirda 1 Amorpha l Labuv~l~m t Olec~itschi~ 
dtinnungen 

reingeziichteten Arten 

1:10 
1:100 
1:200 
1:500 
1:1000 
1:2000 
1:3300 
1:4000 
1:5000 
1:10000 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
0 
0 
0 
0 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
0 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
0 
0 
0 
0 
0 

Zusammenfassung der Resultate.  

1. In  den WurzelknSllchen der Amorpha ]ruticosa wurde die gleich- 
zeitige Symbiose zweier Bakterienarten, des Bacterium radicicola und 
des Bacillus mycoide8 (FL~GGV,), nachgewiesen. 

2. Die KnSllchen der Amorpha zeigen insoweit einen abweichen- 
den Bau, als sie keine Abzweigungen und im Vergleich zu dem 
Roblnientyp mehr rundliche Form und viel geringere GrSBe haben. 
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3. Mit dem sterilen Vegeta~ionsversuch konnte ganz einwandfrei 
der Nachweis erbracht werden, dab das optimale Wachstum erst im 
Beisein beider Bakterienarten zustande kommen kann. 

Der Umstand, daB das Bacterium radicicola auf Bohnenextraktagar,  
wo ihm Koh]ehydrate und Eiwei6 reichlich geboten werden, auch unter 
anaeroben Verh~ltnissen gedeihen kann, l~B~ darauf schlieBen, dab es 
mangels genfigender Luft  auch zur parasitischen Lebensweise be/dhigt 
ist. Bei der Anzucht jener LeguminosenhSlzer, deren WurzelknSllchen 
Bacterium radicicola enthalten, mu~ man die Luftkapazit~t des Bodens 
ganz besonders beriicksichtigen. 

5. Bacillus mycoides isb unbedingt aerob. Infolgedessen wird es in 
den inneren Teilen des baktcrioiden Gewebes yon dem Bacterium radici. 
cola zuriickgedr~ngt. Auf den Agarpla~ten dagegen unterdriickt es dank 
seines raschen Waehs~ums bald die Kolonien des Bacterium radicicola. 
Die mikroskopische Untersuchung des bakterioiden Gewebes sowie der 
Misehkulturen best~tigt diese Befunde. 

6. Gleditschia triacantho8 besi~zt Wurzelansehwellungen, die bei 
den ~lteren 1--3j~hrigen Wurzeln mit einem diehten, aus Wurzelhaaren 
gebildeten t)berzug bedeckt sind. In  den parenehymatischen Zellen 
dieser aus der prim~ren Rinde der Wurzel entstandenen Anschwellungen 
konnte man bereits anatomiseh das Vorhandensein des Bacterium radi. 
cicola nachweisen. Diese Diagnose wurde sodann mi~ dem kulturellen 
Verfahren auf bakteriologischem Wege vollauf best~tigt. 

7. Die Agglutinationsti~er der untersuchten Arten zeigen Tabellen 2, 
3 und 4. Aus ihnen kann man auf die nahe Verwandtschaft bzw. die 
Identi t~t  des Bacterium radicicola der Robinia pseudacacia mit  den 
gleiehen Bakterien yon Amorpha, Laburnum und Gleditschia schliel~en. 

8. Nach GR~I gef/irb~ zeigen sich alle vier Arten gram-nega~iv. 
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