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Untersuchungen iiber die Infektion von Wurzeln
- durch Knéllchenbakterien
Von Annemarie Birgin-Wolff
(Aus dem Botanischen Institut der Universitdt Basel)

Eingegangen am 19, Mai 1959
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Die Symbiose zwischen Leguminosen und Rhizobien ist durch fol-
gende Vorginge gekennzeichnet: Die Bakterien dringen durch die Wurzel-
haare (Beijerinck, 1888 usw.) und, wo diese fehlen, durch die Epidermis
(Schaede, 1940) oder durch Wunden und an Seitenwurzelanlagen
(Allen und Allen, 1940; Arora, 1954; Me Coy, 1929) in das Wurzel-
innere ein. Sie regen, wahrscheinlich durch Ausscheiden von Wirkstoffen
(Thimann, 1936, 1939) die Rindenzellen zu lokalen Zellteilungen an:
Es entsteht eine Gewebswucherung, das Knoéllchen. Die im Knéllchen-
gewebe lokalisierten Bakterien vermehren sich stark, verindern unter der
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Einwirkung des Cytoplasmas der Wirtspflanze ihre Gestalt und haben
die Fahigkeit, den Luftstickstoff zu binden, allerdings nur, wenn im Knoll-
chen das rote Pigment Leghaemoglobin enthalten ist (Virtanen, 1947;
Virtanen et. al., 1947). Eine gute Ubersicht iiber diese Vorginge geben
Schaede (1948) sowie Allen und Allen (1958). Bei der Leguminosen-
symbiose mit Rhizobien sind daher drei wesentliche Phasen auseinander-
zuhalten: die Infektion, die Kndllchenbildung und die Stickstoff-Assimi-
lation.

KEs ist bekannt, dal3 unter besonderen Bedingungen, z.B. bei hoher
Konzentration an Nitrationen im Boden oder in der N#hrldsung oder
bei der Unterbindung der CO,-Assimilation durch Dunkelheit oder Ent-
fernen der assimilierenden Organe, die Knoéllchenbildung unterbleibt
(Thornton und Nicol, 1936; Diener, 1950; Gdumann, 1951;
Rudin, 1956). Schon verschiedentlich wurde versucht, das Ausbleiben
der Knollchenbildung zu erkldaren. Die meisten Erklarungsversuche iiber-
zeugen jedoch nicht, weil dabei Infektion und Knéllchenbildung nicht
konsequent auseinandergehalten werden. Wohl ist die Infektion Voraus-
setzung der Knollchenbildung, doch braucht nicht jede Infektion zur
Knollchenbildung zu fithren. Bevor man versucht, das Ausbleiben der
Knoéllchenbildung zu erkldren, mull daher gepriift werden, ob im gege-
benen Fall die Infektion oder die Reaktion des Wirtes auf die Infektion
ausgeblieben ist. Schon Schaede (1948) empfiehlt beim Fehlen der
Knollehenbildung nicht gleich von ausgebliebener Infektion zu sprechen.
Wahrscheinlich liegt in der ungeniigenden Unterscheidung oder gar
Verwechslung von Infektion und Knéllchenbildung &fters die Ursache,
weshalb die Erklarungsversuche fiir das Ausbleiben der Knéllchen so weit
voneinander abweichen. -

Ebenfalls ungeltst ist das Problem, warum nur Leguminosen mit
Rhizobien Knollchen bilden (Nutman, 1956; Allen und Baldwin, 1954,
Allen und Allen, 1958), und wie die Spezifitéit einer bestimmten Legumi-
nosenart zu einer bestimmten Bakterienrasse zu erkliren ist (Rippel-
Baldes, 1952). Auch bei der Beschreibung dieser Tatsachen wird meistens
das Ausbleiben der Knollchenbildung mit dem Fehlen der Infektion
identifiziert. Erklirungsversuche verlangen auch hier, dafl zunichst
gepriift wird, ob iiberhaupt eine Infektion stattgefunden hat und wenn
ja, wann und wo der Weg der normalen Knéllchenbildung wieder ver-
lassen wird, d.h. welche Vorginge sich dabei im Innern der Wurzel
abspielen.

Die vorliegende Arbeit untersucht, ob es beim Fehlen der Knéllchen-
bildung in den oben geschilderten Fiéllen zu der ersten Phase der Symbiose,
der Infektion, gekommen ist. Um Vergleiche ziehen zu kénnen, mullten
die Verhiltnisse der Infektion bei Leguminosen zuerst unter solchen
Bedingungen abgekldrt werden, welche eine reichliche Knéllchenbildung
ermoglichen.
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Methode

I. Aseptische Aufzuchi der Wurzelsysteme der Versuchspflanzen
mit stindigen Sterilitdtskontrollen

Die zur Losung unseres Problems gewéhlte Methode besteht darin,
durch aufeinanderfolgende mikroskopische Kontrolle Wurzelhaare lebender
Wurzelteile auf allfillige Infektionen durch Rhizobien zu untersuchen. .
Obwohl Bakterien morphologisch nicht unterscheidbar sind, muf} véllige
Sicherheit bestehen, daf alle beobachteten, die Wurzelhaare infizierenden
Bakterien tatsichlich Rhizobien sind. Es war daher notig, sterile Wurzel-
systeme zu ziichten und sie mit Reinkulturen von Rhizobien zu impfen.
Um durch andere Mikroorganismen verunreinigte Versuchspflanzen von
der Untersuchung ausschlieBen zu konnen, wurde eine Methode aus-
gearbeitet, die erlaubt, die Sterilitit der Wurzelsysteme vor der Impfung
zu priifen. Um Zeit und Material zu sparen, sollte die Methode ferner
gestatten, nach jedem Arbeitsgang, welchen die aseptische Aufzucht
héherer Pflanzen erfordert, in besonderen Kontrollversuchen allfillig
erfolgte Fremdinfektionen feststellen zu kénnen. Wegen der unterschied-
lichen Verunreinigung der Samen mit Mikroorganismen muBten die
Sterilitatskontrollen (p.80ff) fiir jeden einzelnen Versuch durchgefiihrt
werden. Auch sind bei der Aufzucht so viele Manipulationen erforderlich,
daB trotz sorgfiltigster Arbeit und groBer Ubung die Gefahr neuer Ver-
unreinigungen besteht. Um sie auf ein Minimum zu reduzieren, wurden
alle Arbeitsginge, bei denen die Keimpflanzen aus den sterilen Kultur-
gefifen herausgenommen werden miissen, so rasch wie moglich durch-
gefithrt. Alle Manipulationen wurden deshalb nach einem festgelegten
Arbeitsplan in der mit Formol und U.V.-Licht desinfizierten Impf-
kammer von zwei aufeinander eingespielten mit Mundschutz und Kopf-
tuch arbeitenden Personen vorgenommen.

Als Versuchspflanzen dienten: Pisum sativum L., Sorte «Senatory;
Trifoliwm pratense L., Sorte «Eiffelery; Medicago sativa L., Sorte « Lucerne
de Provencey; T'rifoliwm subterraneum L. (von Dr.Nutman, Rothamsted
Experimental Station); Zea Mays L., Sorte «Gelber Rheintaler»; Helian-
thus annuus L. '

Fir die Versuche wurden ausschlieBlich Samen verwendet, die weder
Flecken noch Risse, beides mogliche Infektionsherde, in der Samenschale
aufwiesen, wobei kleinere Samen, wie die von Rotklee und Luzerne, mit
dem Binokular gepriift wurden. AuBlerdem wurde der Fruchtstiel der
Maiskorner, nach Burlet (1940) der Hauptinfektionsherd, mit einer
kleinen, spitzen Flamme ausgegliiht.

Fir grofle und kleine Samen muBlten verschiedene Aufzucht-
methoden angewandt werden.
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1. Grrofe Samen und Friichie

a) Desinfizieren und Quellen

Die groBlen Friichte und Samen (Zea Mays, Helianthus annuus,
Pisum sativum) wurden nach der von Burlet (1940) angegebenen
Methode gewaschen, desinfiziert und gequollen, wobei als Desinfektions-
mittel Brom und zum Quellen der von ihm beschriebene Quellapparat
verwendet wurde.

Die nachstehende Aufstellung gibt AufschluBl iiber Bromkonzen-
trationen und Einwirkungszeiten, die Desinfektion der Samen im allge-
meinen gewéhrleisteten, ohne die Keimfihigkeit zu beeintrichtigen. Die
angegebenen Zahlen sind jedoch bei neuen Versuchen der Bromempfind-
lichkeit und der Verunreinigung des jeweils verwendeten Samengutes an-
Zupassen.

Samen Bromkonzentration  bei einer Einwirkungs-
zeit von

Pisum sativum 1:700 13/ Std.

Helianthus annuus 1:250 2 Std.

Zea Mays 1:500 2 Std.

Nach der Desinfektion blieben Mais, Erbsen und Sonnenblumen
wihrend 24 Stunden im Quellapparat. Trotz der wirksamen Desinfek-
tionsmethode, die bei vielen Versuchen zu vollkommener Sterilitit der
Samenoberfliche fithrte, kam es hin und wieder vor, daB sich einzelne,
einige Male sogar alle fiir einen Versuch bestimmte Samen als infiziert
erwiesen. Schon Stolp (1952) stellte fest, daBl 30 bis 409, der von ihm
verwendeten Erbsen im Sameninnern infiziert waren; er nahm an, daB
die Bakterien, die nach seinen Untersuchungen zwischen Samenschale
und Kotyledonen lokalisiert waren, bei der Keimung nach aullen ge-
langten und die zuvor duflerlich sterilen Samen neu infizierten. Nach der
von ihm entwickelten, sehr einfachen und praktischen Methode (Stolp,
1952) wurde auch das hier verwendete Samenmaterial auf innere Sterilitit
gepriift. In drei Versuchen mit Erbsen, deren Oberflichensterilitit zuvor
festgestellt worden war, wurden je bei 7,5%,, 6,59, und 7,6 %, der Samen
mnere Infektionen gefunden, wihrend gleichbehandelte Maiskérner eine
Infektionsrate von 18,69, aufwiesen. Dies erkliart, warum trotz einer
zuverldssigen, dulerlichen Desinfektion immer wieder Fremdinfektionen
auftreten.

Um die gegenseitige Ansteckung der Samen resp. Friichte durch
die bei der Keimung eventuell aus dem Sameninnern frei werdenden
Bakterien zu verhindern, wurde nach einer Quelldauer von nur 24 Stunden
vor dem Durchbruch der Keimwurzel jeder Same resp. Frucht einzeln
auf ein Keimrohrchen gesetzt.
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Als Keimrchrchen wurden zum Aufliegen des Samens oberhalb
der Mitte verengte, mit 10 cm® Wasser gefiillte und mit einem Watte-
pfropfen verschlossene Reagenzréhrchen (Rudin, 1956) verwendet.

b) Die aseptische Aufzucht der Wurzelsysteme der Versuchspflanzen
bei stindigen Sterilititskontrollen

Die einzeln in sterile Keimrohrchen gesetzten Samen resp. Friichte
wurden fiinf bis sechs Tage im Dunkeln bei konstanter Temperatur von

Figur 1

Pisum sativum in Knopscher Nahrlésung
(drei Wochen alt)

280 C gelassen. Sobald die Wurzel der Keimlinge etwa 8 em und der
Sprol} 2 bis 4 em lang war, wurden sie aseptisch auf sterile, 200 cm3 Néhr-
lésung enthaltende Fernbachkolben gesetzt (vgl. Fig. 1). Dabei wurden
Wurzelhals und unterster Sprofiteil der Pflanzen in sterile Watte ge-
wickelt, mit der der Kolben verschlossen und der Keimling gehalten
wird (Rudin, 1956).

Sofern nichts anderes angegeben wird, wurden die Pflanzen in einer stickstofffreien
Nahrlésung aufgezogen: 1 g CaCl,; 0,25 g MgS0,-7H,0; 0,068 g KH,PO,; 0,261 g K,HPO,;
0,25 g KCl; 3 Tropfen einer 59%-FeCl,-Lésung; 1 cm?® der Hoaglandschen A-Z-Losung,
was mit reinstem Wasser (im Gemischtbettverfahren durch Ionenaustauscher gereinigtes
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Wasser mit spezifischer Leitfahigkeit > 4-106 () zu einem Liter aufgefiillt wurde. Die
Niahrlosung wurde in oft gebrauchte Fernbachkolben aus Jenaerglas eingefiillt und im
Autoklaven 30 Minuten bei 1 atii sterilisiert. Beim Sterilisieren der neutralen Néhrlésung
entsteht ein ziemlich starker Niederschlag von Kalziumphosphat, der, da er sich am
Wurzelsystem der Pflanzen in lockeren Wolken festsetzt, bei der mikroskopischen Be-
trachtung der Wurzelhaare sehr stért. Um den Niederschlag auf ein Minimum zu redu-
zieren, wurde der Nahrlésung vor dem Sterilisieren nur das primdre Phosphat beigegeben,
wahrend das sekunddre nach dem Sterilisieren jedem Kolben einzeln, in 3 cm?® aqua dest.
gelost, aus einem in den VerschluBpfropfen gewickelten Anhang durch leichtes Neigen
des Kolbens beigefiigt wurde. So kann die Nahrlosung neutralisiert werden, ohne da3 der
Kolben geoffnet werden mufl. Die Niederschlagsbildung wird allerdings nur dann ver-
mindert, wenn die Neutralisation sehr langsam unter standigem Schiitteln des Kolbens
vor sich geht. Das pH der Niahrlésung ist vor dem Sterilisieren 4,5 und nach dem Neutrali-
sieren 6,7. Der Wattepfropf mit dem Anhang wird beim Setzen der Pflanzen durch den
den Keimling haltenden ersetzt.

Die Wurzeln, die viele Wurzelhaare entwickeln, tauchen in die Néhr-
16sung ein und bleiben steril, wenn das Setzen sorgfiltig erfolgte und das
Sameninnere nicht infiziert war; der Sprol3 wichst auflerhalb des Kolbens,
also unsteril, weiter. Die Fernbachkolben wurden, da direkte Belichtung
des Wurzelsystems die Knollchenbildung herabsetzt, mit einer Aluminium-
folie umwickelt (Rudin, 1956) und im Gewichshaus bei einer Tempera-
tur von 17 bis 26¢ C gehalten. In den Herbst- und Wintermonaten wurden
sie zusétzlich zwischen 6 und 9 Uhr und 17 und 21 Uhr mit Fluoreszenz-
lampen kiinstlich belichtet. Eine Priifung ergab eine gute Ubereinstimmung
der spektralen Zusammensetzung des Zusatzlichtes mit dem Sonnenlicht.
Die so belichteten Pflanzen wuchsen ausgezeichnet, was sich auch in der
sogar im Winter reichlichen Knéllchenbildung zeigte.

Um Zeit zu sparen und etwaige Fehler in der Arbeitsweise rasch
ausmerzen zu konnen, war es wichtig, in jedem Versuchsstadium beur-
teilen zu konnen, ob eine Versuchsserie durch Mikroorganismen verun-
reinigt und somit der Versuch abzubrechen war. Es war jedoch schwierig,
Verunreinigungen direkt ohne mikroskopische Kontrolle festzustellen,
weil die langsame Vermehrung der etwa an den Samen verbliebenen
Bakterien oder Pilze in den Keimrohrchen ein Erkennen erschwert.
Waren die Pflanzen in die Kolben gebracht worden, so konnten etwa ver-
bliebene und sich langsam vermehrende Mikroorganismen wegen der
unvermeidbaren Triibung der Nihrlosung nur schwer gesehen werden. Es
war daher eine Methode zu finden, die auf indirektem Weg in jedem

Stadium des Versuchs einen sicheren Schluf3 auf die Sterilitit der Pflanzen
zulief3.

Um dies zu erreichen, wurden nach der Desinfektion der Samen etwa
ein Drittel bis ein Viertel (meist 20 bis 30) der fiir einen Versuch bestimm-
ten Samen willkiirlich ausgelesen und einzeln in «Kontrollrohrcheny,
(Ndhrbouillon enthaltende Reagenzrohrchen) gebracht, wihrend nur der
Rest zur Aufzucht auf die «Keimrohrchen» gesetzt wurde.
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Die Kontrollversuche muBten so angelegt werden, daB méglichst viel verschiedene
der etwa noch am Samen verbliebenen Mikroorganismen erfaBt werden konnten. Es wurde
deshalb eine Nahrlgsung gesucht, in welcher sich moglichst viele Arten von Pilzen und
Bakterien vermehren kénnen. Nach vielen Versuchen, bei denen die Zusammensetzung
der Bouillon und die Konzentration von Bierwiirze variiert wurde, schien folgende
Néahrlosung der Aufgabe am besten zu entsprechen: 5 g Zucker, 1 g Liebigs Fleisch-
extrakt, 0,25 g Pepton wurden mit Wasser zu 11 aufgefiillt und mit NaOH neutralisiert
(pH =17). Der beim Sterilisieren im Autoklaven entstehende Niederschlag wurde durch
Talk abfiltiert, da man in einer von vorneherein triiben Bouillon Infektionen nicht ohne
mikroskopische Untersuchung erkennen kénnte. Die die Bouillon enthaltenden Réhrchen
wurden noch einmal 30 Minuten im Autoklaven bei 1 atii sterilisiert.

War die Desinfektion ungeniigend, so vermehrten sich die am Samen
haftenden Organismen in den Kontrollrshrchen in wenigen Tagen so
stark, daBl Bakterien an der Triibung der Bouillon und Pilze am Myzel-
wachstum erkannt werden konnten. Blieben mehr als zwei Kontroll-
rohrchen nicht steril, so wurde angenommen, daBl auch die eigentlichen
Versuchspflanzen in den Keimréhrchen verunreinigt waren, worauf der
Versuch abgebrochen wurde; umgekehrt wurde auf Sterilitit der Ver-
suchspflanzen geschlossen, wenn nicht mehr als zwei der 20 bis 30 Kontroll-
rohrchen infiziert waren.

In gleicher Weise wurde der zweite Arbeitsgang, das aseptische
Setzen der Samen auf Keimrohrchen, kontrolliert. Wiederum wurde
willkiirlich ein Viertel bis ein Drittel der in den Keimrohrchen gewach-
senen Keimlinge (meist 20 bis 30) ausgewihlt und in Bouillonrshrchen
gebracht, wihrend der Rest auf die Kolben gesetzt wurde. Zeigten sich
nach sechs Tagen, withrend der die jungen Pflinzchen in den Kolben
wuchsen, in den Kontrollréhrchen nicht mehr als zwei Infektionen, so
wurde wiederum angenommen, daB das Versuchsgut steril geblieben war.

Beim dritten Stadium, bei dem zu kontrollieren war, ob die Pflanzen
nach dem Setzen auf die Kolben steril geblieben waren, konnte die Nahr-
l16sung der Versuchspflanzen direkt gepriift werden. Mit einer sterilen
Pipette wurde jedem Kolben Nihrlésung entnommen, von der die eine
Hilfte mit der beschriebenen, die Vermehrung von Mikroorganismen
stark férdernden Bouillon gemischt wurde. Um jedoch bei dieser letzten
und wichtigsten Kontrolle méglichst alle, die Pflanzen etwa verunreini-
genden Mikroorganismen erfassen zu konnen, wurde neben der bisher
verwendeten eine zweite, anders zusammengesetzte «Kontrollbouillony!
benutzt, der die andere Hilfte der dem Kolben entnommenen Nihr-
16sung beigegeben wurde. Zeigte eines der beiden Kontrollrshrchen nach
acht Tagen Infektionen, so wurde die entsprechende Pflanze von der
Untersuchung ausgeschlossen. Blieben jedoch beide Kontrollréhrchen
keimfrei, so durfte angenommen werden, daB sich in der rein anorga-
nischen, N-freien Nihrlosung im Kolben erst recht keine Mikroorganismen

15 g NaCl, 3 g Liebigs Fleischextrakt, 10 g Pepton, auffiillen auf 11 Wasser, neutrali-
sieren, sterilisieren, abfiltrieren wie oben.
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entwickelt hatten. Es durfte daher die Aussage gewagt werden, daf} die
in dem betreffenden Versuchskolben wachsende Pflanze steril geblieben
war.

2. Kleine Samen

Kleine Samen, wie jene von Trifolium subterranewm, Trifolium
pratense und Medicago sativa wurden nach der Methode von Nutman
(1949) mit konzentrierter Schwefelsdure desinfiziert, wobei Trifolium
pratense und Medicago sativa 30 Minuten, die empfindlicheren Samen von
Trifolium subterranewm nur 10 Minuten der Siurewirkung ausgesetzt wur-
den. Die Samen wurde so lange aseptisch gespiilt, bis sich beim Zusatz von
BaCl, im Waschwasser kein Niederschlag mehr bildete. Daraufhin wurden
sie, ohne vorheriges Quellen, aseptisch in Kulturréhrchen auf Agar
gebracht (Thornton, 1930a). Alle Manipulationen wurden aseptisch mit
sterilen Instrumenten in einem vorher desinfizierten Impfkasten (Burlet,
1940) ausgefiihrt.

II. Kultivierung der Rhizobien

Zum Impfen der Versuchspflanzen wurden folgende Stimme ver-
wendet: Rhizobium leguminosarum Frank, Stamm H47, und Rhizobium
trifolis Dangeard, Stamm MN 19, von Prof. Virtanen, Helsinki; Rhizobium
trifolii Dangeard, Stamm S.U.297/3, von Dr.Nutman, Rothamsted
Experimental Station, und Rhizobium meliloti Dangeard, hier aus Knoll-
chen von Medicago sativa isoliert.

Die Bakterien wurden auf einem Hefe-Mannit-Nahrboden von fol-
gender Zusammensetzung kultiviert: 100 cm® Hefewasser, 10 g Mannit,
0,2 ¢ NaCl, 1 g K,HPO,, 0,2 g MgSO,-7H,0, 0,5 g CaCO,, 900 cm3
Leitungswasser, 1,89, Agar. Der Nihrboden reagiert neutral. Fir die
Herstellung des Hefewassers wurde 20 g frische Béckerhefe in 200 cm?
Wasser suspendiert und 20 Minuten im Autoklaven bei 1 atii extrahiert.
Vom Filtrat wurde die entsprechende Menge dem Néhrboden beigegeben,
der in Kolleschalen abgefiillt im Autoklaven 20 Minuten bei 1 ati
sterilisiert wurde.

II1. Impfen der Versuchspflanzen

Die Pflanzen wurden mit einer dicken Suspension von Rhizobien
geimpft, die folgendermaBen hergestellt wurde: Unter Zugabe von 20 cm?
sterilem Wasser wurden die Bakterien in der Kolleschale vom Néhrboden
gelost, in einen ebenfalls sterilen Erlenmeyerkolben umgegossen, der
sofort geschlossen und dann tiichtig geschiittelt wurde. Mit einer sterilen
Pipette wurde jedem der die Pflanzen enthaltenden Kolben 3 cm? der
Bakteriensuspension zugefiigt, wobei fiir jede Pflanze eine frische Pipette
verwendet wurde, um die Gefahr der Fremdinfektion auszuschliefen.
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Experimentelle Ergebnisse

I. Infektion von Leguminosen durch Rhizobien am Beispiel von Pisum
sativum L., Medicago sativa L., Trifolium pratense L. und Trifolium
subterraneum L.

1. Infektionsweg

Die Bakterien dringen bei Pisum, Trifolium und Medicago sowie
auch bei einigen andern Leguminosen durch die Wurzelhaare in das Wirts-
gewebe ein (Beijerinck, 1888 usw.). In der Literatur wurde hiufig
beschrieben, dafl sie im sogenannten Infektionsschlauch, einem von der

Figur 2
Lose, einzel auftretende Rhizobien in
den Wurzelhaaren von Pisum sativum.
Wegen der Bewegung der Bakterien
und der geringen Tiefenschirfe der
starken Objektive, ist es leider nicht
moglich, die Bakterien, die beim di-
rekten mikroskopischen Beobachten
viel deutlicher hervortreten, scharfer
abzubilden
(Aufnahme: ZeiB-Mikroskop,
Objektiv 90 x, Phasenkontrast,
Okular 6 x)

Wirtszelle ausgeschiedenen, Bakterien und Schleim umhiillenden Zellu-
losemantel, durch das Wurzelhaar in das Wurzelgewebe vordringen und
die Wirtszellen zu Teilungen anregen (Prazmowski, 1890; Thornton,
1930a; Schaede, 1940, 1944; Fahraeus, 1957). Der Infektionsschlauch
in den Wurzelhaaren ist also nach der Literatur das erste Kennzeichen
einer erfolgten Infektion. Auf welche Weise die Bakterien die Zellwand
der Wurzelhaare durchbrechen, und wie der Infektionsschlauch die
Zellwéinde des Rindengewebes der Wurzel durchstsBt, ist bis heute
unbekannt. Im allgemeinen sind sich die Autoren dariiber einig, daf} sehr
wenige Wurzelhaare infiziert werden; die Zahlenangaben schwanken
zwischen weniger als 19, und 59, (Thornton, 1929a; Mc Coy, 1932;
Diener, 1950; Fahraeus, 1957). Bei den vielen Untersuchungen fiir die
vorliegende Arbeit an Pisum sativum, Medicago sativa, Trifolium pra-
tense ist es mir nur ein einziges Mal gelungen, einen Infektionsschlauch
in einem Wurzelhaar zu finden, obwohl in ganz verschiedenen Stadien,
vor und wihrend der Knollchenentwicklung, und an verschiedenen Orten
des Wurzelsystems danach gesucht wurde.
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Bei der mikroskopischen Untersuchung?! der ungefirbten Wurzel-
haare mit dem Phasenkontrastverfahren wurden jedoch mit einer ge-
wissen RegelmiBigkeit lose, nicht gemeinsam umbhiillte, also einzeln auf-
tretende Bakterien in den Wurzelhaaren beobachtet, die entweder
Brown’sche Bewegung zeigten oder sich rasch aktiv bewegten (vgl. Fig. 2).
Auch Diener (1950) berichtet kurz iiber eine entsprechende Beobach-
tung. Keine Stellen des Wurzelsystems waren fiir Infektionen bevorzugt.

Tabelle 1

Anzahl der durch einzeln auftretende Rhizobien und der durch einen Infektionsschlauch
infizierten Wurzelhaare bei Medicago sativa
A. Versuchsadauer: 24. Mai bis 12.Juli. Geimpft wurden 1 Monat alte Pflanzen. Die ersten
winzigen Knollchen waren am 10.Tag nach dem Impfen sichtbar. Beim Abbruch des
Versuchs zeigten die Kontrollpflanzen normale Knollchenbildung

Zwischen Impfen und & Anzahl der durch Anzahl der durch
Untersuchung verstri- Anzah\lNder ulntfersuchten einzelne Bakterien Infektionsschliuche
chene Zeit in Tagen HIZELIAAIG infizierten Wurzelhaare infizierten Wurzelhaare
Anzahl % .

10 100 5 5,0 0

13 1262 17 1,34 0

14 576 9 1,56 1 =0,179%

15 642 8 1,24 0

2580 39 1,51 1
|

B. Versuchsdauer: 19.Juli bis 15.September. Geimpft wurden 8 Tage alte Pflanzen.
18 Tage nach dem Impfen war das erste Knollchen sichtbar. Die Kontrollpflanzen wiesen
beim Abbruch des Versuchs normale Knollchenbildung auf

schon Impfon Whd | angan geruntersuchten | SRR GTANCL | one
chene Zeit in Tagen infizierten Wurzelhaare infizierten Wurzelhaare
Anzahl %

3 204 74 2,38 0

4 111 2 1,80 0

7 52 0 0 0

17 447 0 0 0

33 657 0 0 0

35 504 2 0,39 0

35 272 3 1,10 0

2337 14 0,59 0

1 Die mikroskopische Untersuchung der ungefiarbten Wurzelhaare mit dem binoku-
laren Phasenkontrastmikroskop (Wild M 20, Objektive: Fluotar 50 x, 100 x) wurde so
durchgefiihrt, daB jeden Tag an einer neuen Pflanze zirka 1 cm lange Wurzelstiicke an
denjenigen Orten des Wurzelsystems abgeschnitten worden waren, an denen Knéllchen-
bildung prinzipiell méglich ist. Von diesen Wurzelstiicken, .die zwischen Objekttrager
und Deckglas in frisches Leitungswasser gebracht worden waren, wurden jeweils zirka 100
der dem Deckglas parallel liegenden Wurzelhaare mikroskopiert.
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Bei allen Wurzelhaare tragenden Wurzelteilen bestand die gleiche
Chance, Infektionen zu finden. In Tabelle 1 wird am Beispiel von Medicago
sative die Anzahl der durch einzelne Bakterien und der durch einen
Infektionsschlauch infizierten Wurzelhaare dargestellt. Obwohl in diesen
beiden Versuchen beinahe 5000 Wurzelhaare beobachtet wurden,
konnten nur ein Infektionsschlauch, hingegen 53 durch einzelne Bak-
terien infizierte Wurzelhaare festgestellt werden. Die Anzahl der Rhi-
zobien, die in einem Wurzelhaar gefunden wurde, schwankt zwischen
einem einzigen Bakterium und so vielen, daB sie nicht mehr geziihlt
werden konnen, wobei eine gewisse Wahrscheinlichkeit dafiir besteht,
dal} jeweils nur ein Rhizobium in ein Wurzelhaar eindringt und sich dort
vermehrt. Tabelle 2 gibt am Beispiel der in Tabelle 1 angefiihrten 53
infizierten Wurzelhaare von Medicago sativa wieder, wie viele Bakterien
jeweils in einem Wurzelhaar beobachtet wurden.

Tabelle 2

Anzahl der Rhizobien in den einzelnen Wurzelhaaren von M. edicago sativa
Die angefithrten Wurzelhaare sind identisch mit den in Tabelle 1 als infiziert angegebenen

13 Wurzelhaare enthielten je 1 Rhizobium

14 » » » 2 Rhizobien

3 »

» » » 4 »

» » » 6 »

» » » 8 »

» » » 9 »

» ‘ » » 11 »

» » » 13 »

. 15 »

» » » 16 »

» » » 20 »

» » » 26 »

» » » 27 »

» » » 29 »

» » » sehr viele, nicht mehr zihlbare
Rhizobien

(=]
=
=
=

W b e el e e e e pd el GO GO
=
=

Die schon beschriebene (vgl.Allen und Allen, 1958) und uch in
diesen Versuchen hiufig auftretende, starke Kriimmung der Wurzelhaare
146t sich nicht in einen ursichlichen Zusammenhang mit der Infektion
bringen, da die meisten der gekriimmten Wurzelhaare nicht infiziert
waren und die die Bakterien enthaltenden sehr oft vollkommen gerade
blieben.

Dank der geringen Tiefenschirfe der verwendeten starken Objektive
kann konstatiert werden, ob sich die Bakterien innerhalb des Wurzel-
haares befinden; die verschiedentlich festgestellte, starke aktive Beweg-
lichkeit der Bakterien erleichtert die Entscheidung: Man sieht, wie die
sich lebhaft bewegenden Rhizobien an die Zellwand stoBen und dann

85



ihre Bewegungsrichtung #ndern, sich also im Innern des Wurzelhaares
befinden miissen. Die Lokalisation der Bakterien wird auBlerdem aus
folgender, einfach auszufiihrender Kontrolle ersichtlich: Man verursacht
auf dem Objekttriger wihrend der mikroskopischen Beobachtung eine
starke Stromung, indem man auf der einen Seite des Deckglases einen
Wassertropfen zufiigt und auf der andern das Wasser mit Filtrierpapier
wegsaugt. Die die Wurzelhaare umgebenden Partikelchen oder Bakterien
werden von der Stromung mitgerissen, wihrend die Bewegungsrichtung
der sich in den Haaren befindenden Bakterien nicht beeinflullt wird.

Bei der mikroskopischen Priifung von in Gartenerde gezogenen
Luzernen (Medicago sativa) wurden ebenfalls regelmaflig Wurzelhaare
beobachtet, die einzeln auftretende Bakterien enthielten, was den Schluf3
zuliBt, daB diese Art der Infektion nicht nur bei der Kultivierung der
Pflanzen auf Agar oder in Nihrlosung eintritt. Untersuchungen von Rot-
klee (Trifolium pratense) ergaben das gleiche Resultat, d. h. es wurden
nur durch einzelne Bakterien und nicht durch Infektionsschlduche infi-
zierte Wurzelhaare beobachtet, und zwar auch nicht in Zonen mit stark
verkriippelten Wurzelhaaren. Allerdings wurden nur an wenigen von den
vielen der mikroskopischen Priifung unterzogenen Pflanzen die Wurzel-
haare ausgezahlt (vgl. Tabelle 3).

Im Gegensatz dazu wurden bei einer Rasse von T'rifolium subterra-
newm, bei der reichliche Knéllchenbildung genetisch bedingt ist!, nach

Tabelle 3
Anzahl der infizierten Wurzelhaare bei Trifolium pratense

Versuchsdauer: 20.Juli bis 30.November, Geimpft wurden 15 Tage alte Pflanzen. Die
ersten Knéllchen traten 1 Monat nach dem Impfen auf. Beim Abbruch des Versuchs
zeigten die Kontrollpflanzen normale Knéllchenbildung

Zyiachen, Impfen Wil | gngan qeruntersuohten | el SN | o,
chene Zeit in Tagen e infizierten Wurzelhaare infizierten Wurzelhaare
Anzahl %

4 1502 3 2,00 0

5 2952 2 0,67 0

25 890 3 0,33 0

65 221 4 1,80 0

1556 12 1,2 0

1 Nutman stellte fest, daB verschiedene Eigenschaften der Symbiose zwischen
Rotklee und Rhizobien genetisch bestimmt sind, so z. B. frithe oder spate (1953) und
reichliche oder sparliche Knéllchenbildung (1949, 1948).

Solche speziell herausgeziichtete, zu reichlicher Knéllchenbildung fithrende Samen
von Trifoliwm subterraneum wurden mir samt den passenden Bakterien, Rhizobium
trifolii, Stamm 8. U. 297/3 von Dr. Nutman, Rothamsted Experimental Station, freund-
licherweise zur Verfiigung gestellt, dem ich an dieser Stelle herzlich dafiir danke.

2 Alle mit Wurzelhaaren besetzten Stellen untersucht.
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der Impfung mit einem passenden Bakterienstamm Infektionsschliuche
in groBerer Anzahl gefunden (vgl. Fig. 3). Das Ergebnis des in Tabelle 4
dargestellten Versuches, bei dem t#glich mehrere hundert Wurzelhaare
ausgeziihlt worden waren, um eine eventuelle regelméBige Lokalisation
der Infektionsschlauche zu finden, 1iBt vermuten, daB es fiir die Bildung
von Infektionsschliuchen bevorzugte Stellen gibt. Eine groBe Anzahl
von Infektionsschlduchen fand sich in der Hauptsache bei zwei Pflanzen
(vgl. 10. und 17.Untersuchungstag), bei denen in sechs Priparaten von
je 1 em Wurzellinge 34 bzw. 17 festgestellt worden waren. In drei der
zwolf mikroskopierten Priparate, die von diesen beiden Pflanzen stamm-
ten, traten die Infektionsschlduche gehduft auf (11 und 16 bzw. 14 Schliu-

Figur 3
Infektionsschlauch in einem Wurzelhaar
von T'rifolium subterraneum

(Aufnahme: Zei3-Mikroskop, Objektiv
90 x, Phasenkontrast, Okular 5 x)

che auf zweimal 209 und 288 Wurzelhaare). Obwohl alle mikroskopierten
Priparate nur von solchen Stellen des Wurzelsystems stammten, an
denen Knollchenbildung prinzipiell méglich war, konnte keine auch nur
einigermaflen regelmiBige Lokalisation der Infektionsschliuche fest-
gestellt werden. Thr gehduftes Vorkommen an einzelnen Stellen der
Wurzelsysteme kann nicht erklirt werden und verliuft auf keinen Fall
mit den Zonen der verkriippelten Wurzelhaare parallel, da die Wurzel-
haare der meisten mikroskopierten Wurzelstiicke gréBtenteils stark
deformiert waren. Der Versuch bestéitigt auBerdem die bestehenden Theo-
rien (s. p. 941f), wonach nicht jede Infektion zur Bildung eines Knollchens
fithrt. Ware jede durch einen Infektionsschlauch hervorgerufene Infektion
erfolgreich, so miiliten an einem 1 cm langen Wurzelstiick bis zu 16 Knoll-
chen entstehen, was aber nie beobachtet wurde.

Da ich auch bei allen andern Untersuchungen, z. B. bei Tausenden
von Wurzelhaaren von Pisum sativum nie Infektionsschliuche feststellen
konnte, auBler dem einen, der in Tabelle 1 erwihnte wurde, und den am
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speziellen Material von T'rifolium subterranewm vorgefundenen, gilt in der
folgenden Untersuchung ein Wurzelhaar dann als infiziert, wenn in thm
wenagstens ein mit Sicherheit als Baktervum identifizierbares Stabchen zu
erkennen ist. '

Tabelle 4
Anzahl der durch einzeln auftretende Rhizobien und der durch einen Infektionsschlauch
infizierten Wurzelhaare bei T'rifolium subterraneum

Versuchsdauer: 27.September bis 18.Dezember. Geimpft wurden 19 Tage alte Pflanzen.
Die ersten. Knoéllchen waren am 6.Tag nach dem Impfen sichtbar

. Anzahl der durch Infektions-
e | niderton Weseihaare | *ehlinghe infirien
Impfen und | Anzahl der :
%nter- unter- Sklélll)li{g&'en Anzah} der
versitichene| Wurzel, | Wursel i b
A Il B P N Bl X I I o
in Tagen (1 cm lang) | zahl ’ zelnen Wur- a@hl ’ zelnen
zelstiicken? ‘Wurzel-
stlicken?
2 1237 5 2 0,16 I;1 0
3 918 5 4 0,43 11,2 0
4 598 6 3. 0,50 ;1.1 0
6 1082 4 6 0,55 1,5 0
7 670 4 7 1,04 1,1,1,4 0
8 900 6 3 0,33 1,1,1 7 0,77 | 3,4
9 471 4 2 0,46 1,1 0
10 1090 6 0 0 34 3.11 1,2,4,11,16
13 1014 6 6 0,59 1,1,4 8 0,78 3,2,3
15 1415 12 5 0,35 1,1,1,2 1 0,07 1
16 2 229 11 1 0,04 1
17 1334 6 2 0,14 2 17 1,27 1,2,14
12 958 75 41 0,31 67 0,51

Ob in den untersuchten Kombinationen von Bakterien und Legumi-
nosen iiberhaupt keine Infektionsschlduche vorhanden waren, vermag
ich nicht zu sagen; meine Aussage beschrinkt sich darauf, dal} sie selten
vorkommen miissen, da ich trotz den Tausenden von untersuchten
Wurzelhaaren keine gefunden habe. Es scheint also eine zweite Art der
Infektion, namlich eine durch lose, einzeln auftretende Bakterien zu
geben. Dies sollte immer dann beachtet werden, wenn von der Anzahl
der Infektionen gesprochen wird. Es ist unwahrscheinlich, dal die beob-
achteten Bakterien in den Wurzelhaaren die Vorstufe zur Bildung eines
Infektionsschlauches im Wurzelhaar selbst sind, da ich andernfalls bei
der relativ langen Untersuchungsdauer, bei der die Pflanzen doch in den

1 Die Anzahl der Ziffern gibt die Zahl der infizierten Wurzelstiicke an;
die GroBe der Ziffern gibt die Zahl der Infektionen pro Wurzelstiick an.
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verschiedensten Entwicklungsstadien beobachtet worden sind, eine der
Infektionsrate entsprechende Anzahl von Infektionsschliuchen hitte
finden miissen, und zwar selbst dann, wenn nur ein Teil der Infektionen
zur Bildung der die Bakterien enthaltenden Zoogloa gefiihrt hitte.
Immer wieder und bei allen untersuchten Pflanzen fielen mir dagegen
fadenéhnliche Gebilde auf, die das Wurzelhaar der Linge nach durch-
zogen. Sie waren den Infektionsschlauchen sehr dhnlich, besonders bei der
Betrachtung im Hellfeld, weniger im Phasenkontrastmikroskop: Beide
scheinen bei Phasenbeleuchtung grau bis schwarz; beide weisen im Hell-
feld eine granulierte Struktur auf. Die Granula in den Infektionsschliu-
chen sind allerdings nicht die Bakterien, was schon Fahraeus (1957)
vermutete. Nidhere Untersuchungen zeigten, da8 es sich bei diesen faden-
oder schlauchéhnlichen Gebilden um geschrumpftes Plasma handelt. Es
war moglich, sie einige Male wihrend der mikroskopischen Betrachtung
kiinstlich durch Plasmolyse und anschlieBend schnelle und unvorsichtige
Deplasmolyse hervorzurufen; das Plasma l6ste sich vollkommen von der
Zellwand und schrumpfte, nachdem die Vakuole geplatzt war, zu einem
diinnen Schlauch zusammen, der ebenfalls das Wurzelhaar der Linge
nach durchzog.

Es konnte der Einwand erhoben werden, dafl nur tote Wurzelhaare
durch einzelne Bakterien infiziert werden, und nur bei toten die Bildung
des Infektionsschlauches unterbleibt. Nun ist zuzugeben, daB im Zeit-
punkt der mikroskopischen Betrachtung, die fiir sich allein den Lebens-
zustand nur schwer beurteilen 148t, die meisten Wurzelhaare wahrschein-
lich tot waren, da sich nur zirka 1 bis 4 9, plasmolysieren! lieBen, wihrend
die meisten unverindert blieben und einige wenige schrumpften. Das
unverinderte Aussehen konnte allenfalls so erklirt werden, daB das
Protoplasma so stark an der Zellwand haftet, daB es sich nicht von ihr
I6sen kann. Da aber allein schon die Herstellung der Priparate geniigte,
die verschiedensten Formen von Reizplasmolyse hervorzurufen, darf
diese Moglichkeit ausgeschlossen werden. Der Versuch, Farbstoffe zur
Unterscheidung lebender und toter Wurzelhaare zu verwenden, scheiterte
daran, dafl auch solche Vitalfarbstoffe?, die fiir die Zellen des Wurzel-
gewebes unschédlich waren, die Wurzelhaare oft schwer schiadigten oder
aber, dal lebende und tote Wurzelhaare sich auch gefirbt nicht unter-
schieden, wie Farbeversuche von Wurzelhaaren von Hydrocharis morsus
ranae zeigten, bei denen im ungeféirbten Zustand die toten und lebendigen
Wurzelhaare leicht zu erkennen sind. Auch wenn zum Plasmolysieren
ausschlieflich von den jiingsten Wurzelpartien, némlich von den Wurzel-
spitzen stammende Wurzelhaare verwendet wurden, von denen ange-

1 Als Plasmolytikum wurde 0,2 m, 0,5 m und 1 m Rohrzuckerlésung verwendet.

2 Folgende Farbstoffe wurden zur Untersuchung verwendet: Acridinorange, Na-
Fluoreszein, Rhodamin-B, Methylenblau und Neutralrot.
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nommen werden darf, dal3 sie bis zur Praparation lebten, lie} sich der
Prozentsatz der plasmolysierbaren Wurzelhaare nicht erhéhen, so daB
der Schlufl naheliegt, sie seien bei der Herstellung der Priaparate abge-
storben. Unsere Praparationsmethode erlaubt es also nicht, den Lebens-
zustand der Wurzelhaare im Zeitpunkt der Infektion zu beurteilen.

Tabelle 5
Anzahl der infizierten Wurzelhaare an den Wurzelspitzen von Pisum sativum

Versuchsdauer: 21.Juli bis 25.August. Die Pflanzen waren beim Impfen 23 Tage alt.
7 Tage nachher traten die ersten Knéllchen auf

"
in Tagen
Anzahl %

2 361 5 g 1,38

153 244 2 0,81

6 563 2 0,35

T 463 3 0,64

8 388 5 1,28

9 585 1 0,17

2604 18 0,69

Trotzdem darf mit Bestimmtheit angenommen werden, da3 auch lebende
Wurzelhaare durch einzelne Bakterien infiziert werden; denn wie der
néchste, in Tabelle 5 wiedergegebene Versuch zeigt, waren auch in den
jingsten, noch wachsenden Wurzelhaaren von Pisum sativum, die bis
zur Priparation zweifellos noch gelebt hatten, direkt hinter den Wurzel-
spitzen einzelne, lose Bakterien deutlich sichtbar, wihrend Infektions-
schliuche ausnahmslos fehlten. Damit ist der Einwand, daBl nur tote
Wurzelhaare durch einzelne, lose Bakterien infiziert wiirden, widerlegt.
Er wire iibrigens unbeachtlich, weil das Wurzelhaar nicht notwendige
Voraussetzung der Infektion ist.

In der Literatur (Peirce, 1902, Dangeard, 1926) wird beschrieben,
dafl Wurzelsysteme auch durch direkte Injektionen von Rhizobien zur
Knéllchenbildung gebracht werden kénnen und daf3 die Bakterien durch
Verletzungen, wie sie z.B. durch das Hervorbrechen der Seitenwurzeln
entstehen, in das Wurzelinnere eindringen und Zellteilung anregen
kénnen, dal also das Wurzelhaar umgangen werden kann. Im Normal-
fall scheinen die Bakterien durch die Wurzelhaare als dem «locus minoris
resistentiaey einzudringen, der Weg der Infektion ist aber offensichtlich
belanglos, so dafl auch die Frage, ob die Wurzelhaare im Zeitpunkt der
Infektion tot oder lebendig sind, irrelevant ist.
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Wenn die Wurzelhaare, Ausstiilpungen der Epidermiszellen, die
bevorzugten Eintrittspforten der Bakterien sind, so mul} sich der aus-
gestiilpte Teil in irgendeiner Weise vom «Rest» der Kpidermiszelle unter-
scheiden. Da die Epidermis der Wurzel keine Cuticula hat (Priestley,
1943; Esau, 1953), wie ich iibrigens ebenfalls an Querschnitten durch
Wurzeln von Pisum sativum festgestellt habe, mufl der Unterschied in
einer verschiedenartigen Struktur der Zellwand liegen. Dafl Epidermis-
zellen und Wurzelhaare tatséchlich nicht die gleiche submikroskopische
Struktur aufweisen, zeigten Frey-Wyssling und Miihlethaler (1949)
in ihren elektronenoptischen Untersuchungen.

Den Infektionsvorgang selbst habe ich nie beobachten koénnen,
noch habe ich je an einer Wurzelhaarspitze Bakterienkolonien kleben
gesehen, wie es schon beschrieben worden ist (Thornton, 1946; Géau-
mann, 1951). '

Wenn die Wurzelhaare von Bakterien umgeben waren, was ofters
der Fall war, so waren die Bakterien von der Spitze zur Basis gleichmiig
verteilt. Es bestanden deshalb keine direkfen Anhaltspunkte fiir das Ein-
dringen der Bakterien an der Wurzelhaarspitze, wie dies im allgemeinen
angenommen wird (z.B. Mc¢ Coy, 1932; Gdumann, 1951), obwohl der
Infektionsvorgang selbst wohl noch von niemandem im Mikroskop ver-
folgt werden konnte. Die Wurzelhaarspitze, also die Wachstumszone des
Wurzelhaars, ist nach Frey-Wyssling (1948) der schwichste Punkt der
Zellwand, denn durch Anwendung von Siduren, Chloraten oder Salzen
(Lundegardh, 1946, Ekdahl, 1948) oder durch Anaerobiose (Kopp,
1948) kann ein Platzen der Wurzelhaarspitze provoziert werden. Diese
Plasmoptysis der Wurzelhaare konnte tatsiichlich bei unseren Unter-
suchungen oft beobachtet werden, obwohl sie nie absichtlich hervorgerufen
wurde. Es besteht also die Moglichkeit, daf3 die Bakterien an der Spitze,
als dem schwichsten Punkt des Wurzelhaares, eindringen, wenn es auch
nicht erwiesen ist, daBl sie die Zellwand nicht auch an andern Orten zu
durchbrechen verméchten.

Noch weniger geklirt ist, auf welche Art und Weise sie iiberhaupt
eindringen. Unwahrscheinlich ist die enzymatische Auflésung der Zell-
wand durch die Rhizobien, wenigstens konnten bis heute weder Zellulose
noch Pektin spaltende Fermente gefunden werden (Beijerinck, 1888;
Mec Coy, 1932). Unsere Versuche, in denen die Wirkung einer Kultur-
I6sung von Rhezobium leguminosarum auf Carboxymethylzellulose mit der
sehr empfindlichen Viscosimetermethode gepriift wurde, verliefen eben-
falls negativ (Methode bei Schifer, 1957)'. Ebensowenig gelang es,
Watte oder Filtrierpapier durch Rhizobien abbauen zu lassen. Und doch
enthalten die Wurzelhaare von Pisum sativum wenigstens so viel kristal-

! Die Messungen wurden von Dr. A. Schéfer hier durchgefiihrt, dem ich herzlich
dafiir danke.
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line Zellulose (vgl. Fig. 4), daB} sie in einem Debey-Scherrer-Rontgen-
diagramm nachgewiesen werden konnte! (Methode bei Frey, 1950). Da
nach Frey-Wyssling und Miihlethaler (1949, 1950) die Wurzelhaar-
wand zur Hauptsache aus Pektinen und aus einem sehr lockeren Gewebe
von Zellulosemikrofibrillen besteht, wire es durchaus denkbar, daf3 die
Bakterien rein mechanisch, ohne die Zellwand durch Enzyme partiell
aufzulosen, in die Wurzelhaare eindringen. Sind sie einmal dort, so
konnen sie durch Tiipfel in die néchst tieferen Zellschichten gelangen, wo

Figur 4

Roéntgendiagramme

? T oben: Zellulose aus Wurzelhaaren von Pisum
sativum
unten: Zellulose aus Baumwollfasern
Die Pfeile geben die entsprechenen
Interferenzen fur Zellulose an

-

sie sich sodann zu der schleimigen, fiadigen Zoogloa zusammenschlieBen
konnten. Diese Annahme ist nicht unwahrscheinlicher als diejenige eines
plotzlich in einem Wurzelhaar entstehenden Infektionsschlauchs.

2. Infektionsrate in Abhingigkeit von der Versuchsdauer

Zwischen dem Impfen und den ersten sichtbar werdenden Knoéllchen
verstreichen ausnahmslos einige Tage, und zwar selbst dann, wenn junge,
immerhin schon einige griine Blitter aufweisende, kriftige Pflanzen
geimpft werden. Bei meinen Versuchen fand ich die ersten Knéllchen bei
Erbsen frithestens nach sechs Tagen und bei Lupinen, Bohnen, Klee und
Luzernen noch spiter. Es stellt sich die Frage, ob die Infektion erst dann
stattfindet, wenn die Symbionten wéihrend einer gewissen Zeit aufeinander
eingewirkt haben, oder aber, ob die Bakterien nach relativ kurzer Zeit
in die Wurzelhaare eindringen, die Zellteilung, d. h. die Knéllchenbildung
jedoch erst spiter anregen. Von Interesse war ferner, ob die Anzahl der
infizierten Wurzelhaare in der Zeit zwischen Impfung und reichlicher
Knollchenbildung zunimmt, abnimmt oder gleich bleibt.

! Die unter Binokularkontrolle von den Epidermiszellen abgelésten Wurzelhaare
ergaben das Ausgangsmaterial fiir die Analyse, die freundlicherweise von Dr. R. Frey
hier durchgefiihrt wurde.
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Bei verschiedenen Untersuchungen an Erbsen, Klee und Luzernen
konnten schon in den ersten 20 Stunden nach dem Impfen Bakterien in
den Wurzelhaaren junger sowie alter Wurzelteile festgestellt werden.
Dagegen konnte keine regelmifige Zu- oder Abnahme der Anzahl der
infizierten Wurzelhaare wihrend einer lingeren Untersuchungsperiode
beobachtet werden. Tabelle 6 veranschaulicht das KErgebnis am Beispiel
von zwei Versuchen, die mit Pisum sativum durchgefiihrt worden waren.

Tabelle 6
Die Infektionsrate in Abhéngigkeit von der Versuchsdauer bei Pisum sativum

A. Versuchsdauer: 3.Februar bis 26. Marz. Die Pflanzen waren beim Impfen 22 Tage alt.
7 Tage nachher traten die ersten Knoéllchen auf. Beim Abbruch des Versuchs war die
durchschnittliche Zahl der Knéllchen pro Kontrollpflanze 131,5

iuchung versirichene Zeii | AmARder ntermehten dosed ferintaien
in Tagen
Anzahl %
2 600 1 0,16
3 500 8 1,60
4 800 2 0,25
5 800 3 0,37
6 800 7 0,87
7 800 4 0,50
9 800 3 0,37
10 800 6 0,75
11 800 2 0,25
12 800 1 0,12
13 800 0 0
28 : 600 0 0
8900 37 0,41

B. Versuchsdauer: 31.Oktober big 21. Dezember. Die Pflanzen waren beim Impfen 28 Tage
alt. 7 Tage nachher traten die ersten Knollchen auf. Beim Abbruch des Versuchs war die
durchschnittliche Zahl der Knéllchen pro Kontrollpflanze 76,7

Zwischen Impfen und Unter- : :

suchung versirchone 7eit. | AW thiermehten S o T
Anzahl %
1 200 5 2,5

2 400 0 0
3 200 1 0,5

4 300 0 0

7} 100 1 1

10 100 1 1

25 200 2 1

1500 10 0,66

93



Der in Tabelle 7 angefiihrte Versuch soll, da er auf relativ groBem Zahlen-
material basiert, mit denjenigen Versuchen verglichen werden, welche die
Infektionsrate von unter andern Bedingungen gehaltenen Leguminosen
und von Nichtleguminosen zeigen. Berechnungen von X2 nach Fisher
(1954, § 21, Contingency Tables, Ex.11) auf Grund der in Tabelle 6 ange-
filhrten Zahlen der pro Tag gefundenen Infektionen ergaben, daB die
Streuung im Ganzen grofer war als fiir eine homogene Gesamtheit zu
erwarten gewesen wire. Der grole Wert von X2 ist aber nur auf den
dritten Untersuchungstag zuriickzufiihren, an dem von 500 untersuchten
acht infizierte Wurzelhaare gefunden wurden. Die Zahlen der an den
restlichen Tagen festgestellten infizierten Wurzelhaare liegen im Rahmen
zufilliger Schwankungen. Fiir die spiter folgenden Vergleiche wurden
deshalb die Zahlen dieses dritten Untersuchungstages weggelassen. An-
hand dieses Zahlenmaterials kénnen wir daher keine regelmiBige Zu-
oder Abnahme der Anzahl infizierter Wurzelhaare in der Zeit zwischen
Impfen und reichlicher Knéllchenbildung feststellen.

3. Relation zwischen der Anzahl der Infektionen und der Anzahl der Knollchen

Beim Verhiltnis zwischen der Anzahl der Infektionen und der durch
sie bewirkten Knollchen sind drei Moglichkeiten denkbar, ndmlich, daB
jedes infizierte Wurzelhaar zu einem Knéllchen fiihrt (gleichviel Infek-
tionen wie Knéllchen), dafl im Extremfall jede Infektion mehrere Knoll-
chen verursacht, wobei wir uns vorstellen miiten, daB die Bakterien im
Wurzelsystem wandern und an verschiedenen Orten Zellteilungen hervor-
rufen (weniger Infektionen als Knéllchen) oder aber, daB nur aus einem
Teil der infizierten Wurzelhaare Knollchen entstehen (mehr Infektionen
als Knollchen). Die dritte Moglichkeit schliet zwar die zweite nicht voll-
kommen aus, da man sich vorstellen kénnte, dafl zwar nicht alle Infek-
tionen Knollchenbildung bewirken, trotzdem aber einzelne Infektionen
zu mehreren Knollchen fiihren.

Nach Wipf und Cooper (1940) entstehen nur dort Knoéllchen, wo
ein Infektionsschlauch auf eine tetraploide Rindenzelle st6Bt. Nach
Nutman (1948) sind Knéllchen umgewandelte Seitenwurzeln und ent-
stehen an zu Seitenwurzelanlagen pradeterminierten Stellen. Ob sich die
beiden Theorien vereinen lassen, d.h. ob auch Seitenwurzelanlagen mit
dem Vorkommen tetraploider Zellen zusammenhéingen, miite Gegen-
stand weiterer Untersuchungen sein. Immerhin darf wohl die dritte Vari-
ante, dal ein Wurzelsystem mehr infizierte Wurzelhaare als Knoéllchen
aufweist, als die wahrscheinlichste bezeichnet werden, wobei, wie gesagt,
eine einzelne Infektion auch mehrere Knéllchen verursachen kann. Wir
priiften, ob die Untersuchung das auf Grund von Uberlegungen gefundene
Verhéltnis bestéitigt, wobei wir uns zum Teil jedoch mit Schitzungen
begniigen muBten. Dabei gingen wir folgendermaBen vor: Von drei will-
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kiirlich ausgew#hlten Knéllchen tragenden Erbsen wurden an je 16,
wiederum willkiirlich ausgewihlten, 1 em langen Wurzelstiicken die
Wurzelhaare im Binokular gezdhlt und mit der gemessenen Gesamt-
linge der Wurzeln multipliziert. Allerdings entziehen sich die zur Unter-
lage senkrecht stehenden Wurzelhaare der Sicht, so dal man fiir sie
auf Schitzungen angewiesen ist. Nimmt man nun an, dal der gezidhlte
Anteil zwei Drittel der rings um das 1 cm lange Wurzelstiick wachsenden
Haare betriigt, so erhilt man eine Gesamtzahl, die mit dem Anspruch
groBer Wahrscheinlichkeit unserer Untersuchung zugrundegelegt werden
darf. Das Resultat findet sich in Tabelle 7.

Tabelle 7

Relation zwischen der Zahl der Infektionen und der Anzahl der Knoéllchen am Beispiel
von drei Pflanzen von Pisum sativum.
Versuchsdauer 25. August bis 20. Oktober. Die 3 Pflanzen waren beim Impfen 20 Tage alt

Anzahl der «Erfolgreich» infizierte Wurzel-
L"7a.'vx_1ge des ‘Whurzelhaare haare?
urzel- Anzahl der
systems P . in 9 der fiir Knollchenbildung
pro 1 cm |proGesamt- | Kndlichen | in 9 der Ge- zZur X?erfﬁgung stehenden Anzahl
m ‘Wurzel- ‘Wurzel- samtzahl der det Wurzeltinars — die Hilte
linge system Wurzelhaare dev Gesonibzanl
1. 4,50 316 142 484 92 0,06 0,12
2. 5,30 180 95 526 114 0,11 0,22
3. 4,18 83 34 685 49 0,14 0,28

Bei der ersten der von uns genannten Moglichkeiten deckt sich die
Anzahl der infizierten Wurzelhaare mit derjenigen der Knollchen. Bei
der Durchrechnung der in Tabelle 7 gegebenen Zahlen ergibt sich, daf
etwa 0,19, (0,06%, 0,119, 0,149%,) aller Wurzelhaare infiziert sein miil3te,
wenn die Anzahl der infizierten Wurzelhaare der Anzahl der Knollchen
entspricht. Die Beobachtung im Mikroskop ergab jedoch bei verschie-
denen Untersuchungen eine ungefihre Infektionsrate von 0,4%. Es
wurden also mehr infizierte Wurzelhaare gezéhlt, als die Anzahl der
gefundenen Knollchen erfordert hiitte. Bei Annahme der zweiten Variante
wire der UberschuB an infizierten Wurzelhaaren noch gréBer. Daraus
ergibt sich, daB fiir Erbsen die dritte Variante anzunehmen ist, d.h. daB
nur ein Teil der infizierten Wurzelhaare zu Knollchenbildung fiihrt, also
«erfolgreichy ist. Wird ferner beriicksichtigt, dal} ein Drittel bis die Hilfte
der Wurzelhaare der untersuchten Wurzelsysteme fiir die Infektion, oder
besser fiir die daraus resultierende Knéllchenbildung, auler Betracht
fallt, da, wie im nachsten Kapitel noch gezeigt wird, Knéllchen nur an
den nach dem Impfen gewachsenen Wurzelteilen entstehen (die unter-
suchten Pflanzen wurden 20 Tage nach dem Quellen geimpft), so redu-

1 Unter der Voraussetzung, daB jedem Knéllchen ein infiziertes Wurzelhaar ent-
spricht.
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ziert sich die Anzahl der «erfolgreich» infizierbaren Wurzelhaare auf
zirka 50 9. Die theoretisch gefundene Rate infizierter Wurzelhaare miilite
dementsprechend von 0,19%, auf ungefihr 0,29, (0,129, 0,229, 0,28%,)
erhoht werden, wihrend, wie erwidhnt, die mikroskopische Beobachtung
zirka 0,4 %, ergeben hatte (vgl. Tabelle 6). Dies zeigt, daB bei Erbsen nur
jede zweite bis dritte Infektion Knollchenbildung bewirkt. Die Infektion
resultiert also nur an gewissen, von der hoheren Pflanze determinierten
Stellen in Knollchenbildung.

4. Lokalisation der Knollchen

Es ist bekannt, daBl Kndéllchen nur an jungen Wurzelteilen entstehen
(Schaede, 1948), ohne dal aber mit Exaktheit angegeben werden
konnte, wie jung die Wurzeln sein miissen, um auf den Reiz der Bakterien
mit Zellteilungen reagieren zu kénnen. Unsere Untersuchungen an
Erbsen, durch welche die Lokalisation der Knollchen geklirt werden
sollte, zeigten, daBl Kndllchen ausschlieflich an Wurzelpartien entstanden,
die nach dem Impfen der Kulturlosung gewachsen oder im Zeitpunkt des
Impfens noch meristematisch waren oder an solchen Stellen dlterer Wur-
zeln, an denen nach dem Impfen eine Seitenwurzel entsprang; dagegen
waren junge, aber schon ausdifferenzierte Wurzelpartien nicht mehr zur
Knéllchenbildung fihig.

Zu dieser Beobachtung fiihrte eine Methode, die es erlaubte, die
nach einem bestimmten Zeitpunkt, in diesem Fall nach der Impfung,
gewachsenen Wurzelpartien deutlich von den worher gewachsenen zu
unterscheiden. Die Versuchspflanzen, Erbsen, wurden, wie beschrieben,
in Keimrohrchen und in Kolben aufgezogen, nur daBl das Wasser in den
Keimrohrchen und die Néhrlosung in den Kolben mit Na-Fluoreszein?!
(1:10 000, pH zwischen 6,2 und 6,5) gefirbt waren, wodurch das Wachsen
der Wurzeln in keiner Weise gestért wurde. Achtzehn Tage nach dem
Quellen wurde die gefirbte Nihrlosung durch eine farblose ersetzt, nach-
dem die Farbreste von den Wurzeln aseptisch weggespiilt worden waren,
und dann die neue Néhrlosung geimpft. Die vor dem Impfen gewach-
senen Wurzeln hatten sich angefirbt und fluoreszierten im UV-Licht
leuchtend gelb, wihrend die nachher gewachsenen farblos blieben. Der

1 AuBer Na-Fluoreszein wurden Neutralrot, Methylenblau, Auramin, Pyronin,
Acridinorange und Rhodamin-B auf ihre Eignung gepriift. Methylenblau und Auramin
erwiesen sich als ungeeignet, da die Wurzeln in keiner der angewendeten Farbstoff-
konzentrationen zu wachsen vermochten. Acridinorange hatte in denjenigen Konzen-
trationen, die eine deutliche Farbung verursachten, ebenfalls Wachstumsstérungen zur
Folge, wihrend die Wurzeln in Pyronin zwar gut wuchsen, aber keine Knéllchen bildeten.
Schwache Konzentrationen von Neutralrot und Rhodamin-B (1:100 000 und schwécher)
erlaubten gutes Wurzel- und Knéllchenwachstum, waren aber fiir unsere Zwecke nicht
geeignet, weil die gefarbten Wurzeln den Farbstoff in die farblose Nahrlésung abgaben,
was eine scharfe Grenze zwischen den gefirbten und den ungefarbten Wurzelpartien ver-
unmoglichte.
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Figur 5

Wurzeln von Pisum im Ultraviolett-Licht
Die Wurzeln wuchsen 18 Tage in natriumfluoreszeinhaltiger Nahr-
lésung, die vor dem Impfen durch farblose ersetzt wurde. Die im
Bild weillen Wurzelpartien sind angefarbt; sie fluoreszieren im
ultravioletten Licht leuchtend gelb, wahrend die ungefarbten, jiin-
geren Wurzelteile mit Knéllechen schwécher sichtbar sind.
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Kontrast, schon im gewothnlichen Licht erkennbar, ist im UV-Licht
~dullerst stark, und die Grenze zwischen gefirbt und ungefirbt, ohne lang-
samen Ubergang, ganz scharf (Fig. 5). Die Knollchen entstanden entweder
genaw an der Grenze oder an den ungefirbten Wurzelpartien, d.h. an Orten, die
beim Impfen entweder noch meristematisch oder noch gar nicht gebildet
waren. DaB die Infektion nicht iiber die Lokalisation der Knéllchen
entscheidet, geht daraus hervor, daB sowohl alte wie junge Wurzel-
partien infiziert werden konnen,

Die Weiterverfolgung solcher Untersuchungen kénnte uns moglicher-
weise zu einer neuen Auffassung iiber die Entstehungsweise der Knoll-
chen fiihren.

Da bei Kontrollpflanzen, die in der gleichen Art und Weise aufgezogen,
jedoch neun Tage nach dem Quellen, also neun Tage vor dem Ersetzen
der gefirbten durch die farblose Nihrlosung, geimpft worden waren,
auch an den gefirbten Wurzelpartien Knéllchen entstanden, kann der
Einwand, die Farbung habe die Knollchenbildung verhindert, widerlegt
werden.

Diese Methode der Kennzeichnung bestimmter Wurzelpartien durch
Féarbung ist dariiber hinaus iiberall dort anwendbar, wo festgestellt wer-
den soll, welche Wurzelpartien von einem bestimmten Zeitpunkt an
- gewachsen sind.

5. Bedeutung des Sprosses fir die Infektion

Man weiB, daB ganz junge Pflanzen oder Wurzelsysteme ohne Sprof3
oder mit etioliertem Sprof keine Knéllchen bilden, d.h. daB der griine
Sprof fiir die Knéllchenbildung unentbehrlich ist (Thornton, 1929b,
1930b; Nutman, 1956; Rudin, 1956). Zwar werden in der Literatur
einige seltene Fille erwiihnt, bei denen in einer kohlehydrathaltigen Néhr-
16sung an abgeschnittenen Wurzeln und an etiolierten Pflanzen ausnahms-
weise Knollchen beobachtet worden waren (Lewis und Mc Coy, 1933,
Wilson, 1931); meine eigenen Versuche in dieser Richtung verliefen
jedoch negativ (s.a. Rudin, 1956, p. 61).

Es wurde daraufhin untersucht, ob bei Pflanzen ohne griinen Sprof3
wenigstens die Voraussetzung der Knéllchenbildung, die I nfektion,
eintritt.

In verschiedenen Versuchen wurden etiolierte Erbsen, die nur in der
kurzen Zeit, wihrend der sie auf die Keimrohrchen und die Kolben
gesetzt wurden, dem Licht ausgesetzt worden waren, auf Infektionen
untersucht. In Tabelle 8 wird aus einer Reihe gleicher Untersuchungen,
bei denen die Erbsen in stickstoff- und kohlenstofffreier N dhrlosung auf-
gezogen worden waren, das mehrmals beobachtete Ergebnis, ndmlich das
Vorkommen von Rhizobien in den Wurzelhaaren, dargestellt. Die Anzahl
der infizierten zur Anzahl der untersuchten Wurzelhaare betrug 0,449,
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Die Infektionsrate entspricht also ungefihr derjenigen griiner, kndlichen-
bildender Erbsen (vgl. Tabelle 6). Wihrend es, wie erwidhnt, an den
etiolierten Erbsen nie zur Knéllchenbildung kam, wiesen die dem Tages-
licht ausgesetzten Kontrollpflanzen durchschnittlich 91 Knéllchen pro
Pflanze auf. Das Fehlen des Lichtes verhindert also nicht die Infektion,
sondern die Knollchenbildung.

Tabelle 8
Anzahl der infizierten Wurzelhaare bei etiolierten Pflanzen (Pisum sativum)

Versuchsdauer: 1.Marz bis 29.April. Die Pflanzen waren beim Impfen 21 Tage alt. Es
bildeten sich keine Knéllchen. 5 dem normalen Tageslicht ausgesetzte Kontrollpflanzen
hatten durchschnittlich 91 Knéllchen pro Pflanze

" eiming verineheno 7t | Ansablder mntersuchten S e s
in Tagen .
Anzahl %
3 800 4 0,50
4 800 1 0,12
5 700 1 0,14
11 700 ' 12 1,71
12 600 3 0,50
13 800 2 0,25
14 800 0 0
17 600 3 0,50
5800 26 0,44

Es waren aber auch keinerlei Anzeichen fiir eine erhohte Anfillig-
keit etiolierter Pflanzen fiir Rhizobien zu entdecken, die nach Gadumann
(1951) deshalb auftreten soll, weil die Abwehrreaktionen, der in Bezug
auf Kohlehydrate und Stickstoffverbindungen untererndhrten Pflanzen
zu schwach seien, um die das Wurzelgewebe iiberschwemmenden und in
die Interzellularriume tretenden Bakterien abwehren zu konnen, wo-
durch rascher Zerfall des Wurzelgewebes eintrete, ohne dafl Kndllchen
gebildet wiirden!. Auch nach monatelanger Kultur zeigten die Wurzeln
der im Dunkeln gehaltenen Erbsen und Luzernen bei allen durchgefiihrten
Versuchen keinerlei Anlage zum Zerfall.

DaB die Knollchenbildung mit der C-Assimilation zusammenhéngt,
wurde schon verschiedentlich festgestellt. Anzahl und Grofe der Knoll-
chen wird nicht nur durch lingere und stérkere Belichtung (Diener,
1950; Rudin, 1956), sondern auch erhohten CO,-Druck gefordert

! Die von Kern (1956) wiederholte Beschreibung scheint auf einer ungenau wieder-
gegebenen Beobachtung Thorntons (1930) zu beruhen, der von Zerfall der Kndollchen,
nicht aber der Wurzeln spricht, wenn die Pflanzen nach bereits erfolgter Knéllchenbildung
ins Dunkle gebracht werden.
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(Wilson, Fred, Salmon, 1933). Obwohl die Panzen Zucker aus der
Néhrlosung aufnehmen kénnen und ihn in gleicher Weise wie den in den
Blittern gebildeten verwenden (Allison, 1935), blieben alle unsere
Versuche, etiolierte Erbsen durch Zuckerzugabe zu Knoéllchenbildung zu
veranlassen, erfolglos. Die Annahme, einzige Ursache des Ausbleibens der
Knéllchen bei etiolierten Pflanzen sei das Fehlen der in den griinen Blét-
tern gebildeten Kohlehydrate, ist daher falsch. Was schlieBlich bei belich-
teten Pflanzen die Knéllchenbildung erméglicht, ist unbekannt.

Nachdem sich ergeben hatte, daf3 die Infektion der Erbsen nicht an
den griimen SproB gebunden ist, stellte sich die weitere Frage, ob sich
junge Pflanzen in einem Stadium, in dem sie noch keine Knéllchen bilden,
infizieren lassen, d.h. ob das Alter fiir die Infektion eine Rolle spielt. Es
wurden deshalb junge, vier bis elf Tage alte Erbsen, deren Epicotyl zirka
1 bis 5 cm lang war, und deren Bléittchen sich nocht nicht entfaltet hatten,
auf Infektionen untersucht. Die Erbsen waren einen Tag nach dem
Quellen geimpft worden. Sie hatten im Zeitpunkt der Untersuchung
bereits Seitenwurzeln, aber nur wenige Wurzelhaare, so daB bei einigen
Erbsen alle mit Haaren besetzten Wurzelstiicke mikroskopiert werden
konnten. In den insgesamt 4108 untersuchten, teilweise verkriippelten
Wurzelhaaren konnten weder Bakterien noch Infektionsschliuche ge-
funden werden (s.Tab. 9). Der Unterschied zu dlteren, griinen, normal
Knéllchen bildenden Erbsen (vgl. Tab. 6) ist signifikant (P =0,001). In
die Wurzelhaare junger Erbsen, deren Blittchen noch nicht entfaltet
waren, drangen die Bakterien also nicht ein, oder héchstens so selten,
daB trotz der groBen Anzahl mikroskopierter Wurzelhaare keine Infek-
tionen festgestellt werden konnten.

Tabelle 9
Anzahl der infizierten Wurzelhaare bei 4 bis 11 Tage alten Pflanzen (Pisum sativum)

Versuchsdauer: 28.August bis 12.8eptember. Die Pflanzen wurden 1 Tag nach dem
Quellen geimpft. Das Epicotyl der Planzchen war bei der Untersuchung zirka 1-5 cm
lang, die Blattchen noch nicht entfaltet

Zwischen Impfen und Unter- 2 5
: : Anzahl der untersuchten Anzahl der infizierten
suchung i;erTS;;f;l R el Wurzelhaare ‘Wurzelhaare
2 525 0
3 599 0
4 1026 0
5 709 0
6 621 0
7 628 0
4108 - 0
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Die bisherigen Ergebnisse fiihrten zu der weiteren Frage, ob der
SprofB3, sei er nun griin oder etioliert, fiir die Infektion notwendig sei.
Deshalb wurden die 2 bis 3 cm langen Epicotyle von Pflanzen, die gleich-
zeitig mit denjenigen des vorigen Versuchs geziichtet worden waren, am
5.Tag nach dem Quellen abgeschnitten und die Wurzelsysteme der 13
bis 20 Tage alten Pflanzen auf Infektionen untersucht (s. Tab. 10). Das
Wourzelsystem wuchs auch ohne Spro3 weiter; die sich neu bildenden
Sprosse wurden immer wieder abgeschnitten. Auf Tabelle 10 ist dargestellt,
daB sich bereits am ersten Untersuchungstag, also an 13 Tage alten
Pflanzen, Bakterien in den Wurzelhaaren fanden. Die durchschnittliche
Infektionsrate betrug 0,51 %, ergibt also keinen signifikanten Unterschied
zu derjenigen in Tabelle 6 von normal Knoéllchen bildenden Erbsen mit
griinem Sprof.

Tabelle 10
Anzahl der infizierten Wurzelhaare an Wurzelsystemen von Pisum sativum ohne Sprof.

Versuchsdauer: 28.August bis 15.0ktober. Den Pflanzen wurde am 5.Tag nach dem
Quellen das 2 bis 3 cm lange Epicotyl abgeschnitten und am 11. Tag die Bakteriensuspension
beigegeben. Die Wurzelsysteme bildeten wahrend der ganzen Versuchsdauer keine

Knollchen
Zwischen Impfen und Unter- . .
suchung verstrichene Zeit Anzah{ﬁ‘i&fz;ﬁg\emlwhten Anzal%lvder 111ﬁﬁz1ert,en
in Tagen are urzelhaare

Anzahl %
2 643 2 0,31
3 517 2 0,38
4 603 6 0,99
5 600 2 0,33
6 505 3 0,59
7 606 5 0,82
9 607 1 0,16
4081 21 0,51

Zusammenfassend darf gesagt werden, dall junge Erbsen, deren
Bliattchen noch nicht entfaltet sind, nicht infiziert werden und infolge-
dessen auch keine Knollchen bilden, wihrend gleichzeitig aufgezogene,
dlter gewordene Wurzelsysteme trotz Abschneidens des Sprosses Infek-
tionen zeigen, wenn auch die Knéllchenbildung, unabhéngig vom
Kohlehydratgehalt der Nihrlosung, durch die Amputation verhindert
wird. Der griine Sprof ist also fir die Knollchenbildung, nicht aber fir die
Infektion notwendig.

Vergleichen wir diese Ergebnisse mit den von Thornton (1929b)
fiir Luzerne gefundenen: Er beobachtete, dal junge Luzernepflanzen vor
dem Offnen des ersten Blattes weder infiziert werden, noch Knollchen
bilden. Verschiedene Experimente, unter anderem das Kultivieren junger
und #lterer Pflanzchen im gleichen Gefill, was zu verfrithter Infektion
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und Knollchenbildung bei den jungen fiihrte, veranlaBten ihn zur An-
nahme, daB3 Luzernepflanzen einen Stoff sezernieren, der von einer be-
stimmten Konzentration an die Infektion erst erméglicht, was mit dem
Offnen des ersten Blattes zeitlich zusammenfillt. Das Abschneiden der
ersten noch nicht gedffneten Blittchen verzégerte die Knéllchenbildung
nicht, wihrend sie durch das Entfernen der Kotyledonen so lange hinaus-
geschoben wurde, bis der SproB und die Blitter eine gewisse Grife er-
reicht hatten. Er schloB daraus, daB die aktiven, die Infektion und das
frithe Erscheinen von Knéllchen kontrollierenden Substanzen von den
Kotyledonen in die Wurzel wanderten, um dort in die Nihrlosung aus-
geschieden zu werden. Ob die von Thornton fiir die Infektion von Lu-
zernen gegebene Deutung auch fiir Erbsen zutrifft, miiBten weitere Ver-
suche zeigen. Daftr spricht, daB junge Pflinzchen nicht, iltere aber,
obwohl sie keinen Sprofl, sondern nur Kotyledonen hatten, infiziert
wurden. Andere Autoren bestitigten die Theorien der aktiven, die
Knollchenbildung férdernden Wurzelausscheidungen auch fiir andere
Leguminosenarten, wobei ihr Untersuchungskriterium allerdings nicht
die Infektion, sondern die Knéllchenbildung war (Ludwig und Allison,
1935; Nutman, 1956).

6. Binflufp von Nitrationen auf die Infektion

Es ist bekannt, daB Stickstoffverbindungen, vor allem Nitrate, die
Knéllchenbildung an Leguminosen und die Fihigkeit, Stickstoff zu
assimilieren, stark herabsetzen, ja sogar bei starken Konzentrationen
vollstéindig unterdriicken (Thornton und Nicol, 1936, Virtanen,
1947). Hierfiir gibt es viele Erklirungsversuchel, bei denen allerdings
Infektion und Knéllchenbildung hiufig derart identifiziert wird, daB
ohne weitere Priifung angenommen wird, nicht nur die Knéllchenbildung,
sondern bereits die Infektion werde verhindert (Kern, 1956; Rippel-
Baldes, 1952, Diener, 1950). AuBerdem basiert die Annahme, wenn
tiiberhaupt Untersuchungen durchgefiihrt worden waren, auf so wenigem
Material, dal3 bei der an und fiir sich sehr niedrigen Infektionsrate (vgl.
Tab.6) aus den wenigen, negativen Beobachtungen nicht auf das Fehlen
von Infektionen geschlossen werden diirfte (Diener, 1950; Thornton,
1936). Jeder Deutungsversuch fiir das Ausbleiben der Knollchenbildung
kann aber nur dann fruchtbar sein, wenn, wie schon in der Einleitung
postuliert, dariiber Klarheit herrscht, wonach gesucht werden soll: nach
dem Grund fiir das Ausbleiben der Infektion oder nach demjenigen fiir
das Ausbleiben der Knollchenbildung an der infizierten Pflanze.

In den folgenden Versuchen soll deshalb untersucht werden, ob
Rhizobien die Wurzelhaare von Erbsen, die in einer die Knéllchenbildung

1 Eine Ubersicht {iber die dieses Gebiet behandelnden Arbeiten mit entsprechenden
Literaturangaben geben Nutman 1956 und Diener 1950.
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vollkommen unterbindenden Nitrationenkonzentration aufwuchsen, infi-
zieren. In Vorversuchen muBte, da die Angaben hieriiber sehr schwanken
(Thornton und Nicol, 1936), zunichst festgestellt werden, bei welcher
Konzentration die Knéllchenbildung ausbleibt. Bei einer Néhrlosung?,
die gesamthaft 1,81 g Nitrationen pro Liter enthielt (= die doppelte Menge
der in der Knopschen Néhrlosung angegebenen Nitrate), entstanden nie
Knollchen. Diese Nahrlosung wurde in den folgenden Versuchen ver-
wendet.

Mehrere zu verschiedenen Jahreszeiten durchgefiihrte Versuche mit
Erbsen ergaben eindeutig, dafl Rhizobien auch bei dieser hohen Nitra-
tionenkonzentration in die Wurzelhaare von FErbsen eindringen. Die
Bakterien hatten, wie in allen vorher besprochenen Versuchen, die Fahig-
keit, sich im Wurzelhaar aktiv zu bewegen; auch scheint die mehrfache
Beobachtung von Wurzelhaaren, die mit Bakterien prall gefiillt waren,
darauf hinzudeuten, daB sie sich dort vermehrt hatten. Tabelle 11 zeigt
die Anzahl der infizierten Wurzelhaare, die bei einem der verschiedenen
Versuche gefunden worden war. Der Unterschied der Infektionsrate
zwischen Erbsen, die unter Zugabe von Nitrationen und solchen, die in
gewohnlicher Néhrlosung aufwuchsen, und daher die iibliche Knollchen-
zahl aufwiesen, ist nicht signifikant, so da8 wir den scheinbar kleineren
Prozentsatz der infizierten Wurzelhaare in N-haltiger N#hrlosung nicht
auf die Nitrationen zuriickfithren diirfen. Die Infektion, die Voraussetzung

Tabelle 11

Anzahl der infizierten Wurzelhaare von Erbsen, gewachsen in einer Nahrlésung, deren
Nitrationenkonzentration die Knollchenbildung vollkommen unterdriickt
Versuchsdauer: 3. September bis 5. November. Die Pflanzen waren beim Impfen 20 Tage
alt. Wahrend der ganzen Versuchsdauer bildeten sich keine Knéllchen

Zwischen Impfen und Unter- S s
suohung yorohone et | AR Sgenten et
Anzahl o
2 800 2 0,25
3 800 1 0,12
4 810 0 0
5 806 0 0
6 600 0 0
13 410 0 0
16 714 1 0,14
19 454 5 1,10
5394 9 0,16

1 Rezept: 2 g Ca (NO,),; 0,25 g Mg8O0,-7H,0; 0,068 g KH,PO,; 0,261 g K,HPO,;
0,5 g KNO; pro Liter. Die Nahrlosung wurde gleich hergestellt wie diejenige, die keinen
Stickstoff enthielt.
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der Knollchenbildung, ist also auch in einer Nahrlésung eingetreten, deren
NO,-Konzentration die Knéllchenentwicklung vollkommen unterbindet.

Gadumann (1951) begriindet die fehlende Knéllchenbildung bei
reichlicher Stickstoffernihrung sowie bei mangelnden Assimilaten mit
einer durch die Erndhrung bedingten Stirkung resp. Schwichung der
Wirtspflanzen. Nach ihm ist der Wirt bei harmonischer Erndhrung
(gentigend Licht und Stickstoff) dem Parasiten gewachsen, d.h. fir den
Befall durch Knollchenbakterien nicht disponiert, wéhrend er im andern
Extrem bei Stickstoff- und Kohlehydratmangel dem Parasiten unter-
legen ist und die Bakterien nicht lokalisieren kann. Nur bei partieller
Unterernihrung (Mangel an Stickstoff, nicht aber an Kohlehydraten),
sind sich Parasit und Wirt ebenbiirtig, woraus eine reichliche Knéllchen-
bildung und eventuelle Stickstoffbindung resultiert.

In ihrer extremen Form wird diese Hypothese durch die geschilderten
Versuchsergebnisse widerlegt, denn die Bakterien kénnen, wie gezeigt,
auch die Wurzelhaare vollwertig ernihrter Pflanzen infizieren und sich,
so scheint es wenigstens, in den Wurzelhaaren und den sie bildenden
Epidermiszellen vermehren. Bei Kohlehydrat- wnd Stickstoffmangel
wurde, wie im vorhergehenden Kapitel beschrieben, weder eine erhdhte
Infektionsbereitschaft noch ein Zerfall der Wurzeln beobachtet.

Ob eine weniger extreme Form dieser Hypothese giiltig wire, daB
ndmlich die Bakterien die Pflanze bei harmonischer Erndhrung wohl
infizieren, sich aber dank der Abwehrreaktionen des Wirtes in den
Rindenzellen nicht ausbreiten und stark vermehren kénnten, miiite
durch umfangreiche histologische Studien sichergestellt werden. In
gleicher Weise miilte der Nachweis dafiir erst erbracht werden,daB3 die
Unterernédhrung des Wirtes die Lokalisierung der Bakterien verhindere.

Die Vorstellung einer generellen Stérkung der Pflanzen durch Nitrate
und einer dadurch erh6hten Abwehrbereitschaft ist schon von Thornton
und Nicol (1936) auf Grund eines Experimentes von I. K. Wilson (1917)
abgelehnt worden. Wilson teilte das Wurzelsystem von Sojabohnen in
zwei Hélften, deren eine er in einem nitrathaltigen, die andere in einem
nitratfreien Milieu wachsen lief3. Die in stickstofffreiem Milieu gewachsene
Wurzelhilfte entwickelte eine normale Anzahl von Knollchen, wihrend
die andre Hilfte keine oder hiochstens ganz wenige aufwies, was darauf
hindeutet, daBl die Wirkung der Nitrate lokal ist. Das Experiment wurde
spidter von Gdumann, Jaag und Roth (1945) und von Diener (1950)
mit dem gleichen Ergebms wiederholt.

Von verschiedenen Forschern (s. Literatur bei Nutman, 1956,
Diener, 1950) wird dem Kohlestoff-Stickstoff-Verhiltnis in den Pflanzen
bei der Regulierung der Knéllchenbildung eine entscheidende Bedeutung
beigemessen. Aber auch diese Erklirungsversuche sind vorldufig nicht
iiberzeugend. Denn schon Virtanen (1947) stellte fest, daf3 Nitrate die
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Knéllchenbildung in viel geringerer Konzentration unterdriicken als
Ammoniumverbindungen, obwohl Erbsen Ammoniumionen viel rascher
als Nitrate aus der Néhrlosung aufnehmen. Er schreibt deshalb den
Nitraten eine spezifische, die Knollchenbildung hindernde Wirkung zu.

Thornton und Nicol (1936) beobachteten, daB Nitrate weniger
die Anzahl als das Volumen der Knollchen reduzierten. Da wir nun ein-
deutig eine Infektion der in hohen Nitratkonzentrationen wachsenden
Pflanzen festgestellt haben, scheint Thorntons Beobachtung eher darauf
hinzudeuten, dafl die Bakterien bei hohen, die Knéllchenbildung voll-
kommen unterbindenden Konzentrationen an Nitraten die Wirtszellen
nicht zu Teilungen anregen, als daB sie durch das Wirtsgewebe unter-
driickt werden.

7. Untersuchungen iiber die Infektion von Pisum sativum durch Rhizobium
trifoliv

Die Rhizobien zerfallen in eine Anzahl von Rassen, deren jede an
bestimmten Leguminosen Knéllchen erzeugt. Warum die Bakterien der
einzelnen Rassen sich bei den verschiedenen Wirtspflanzen nicht vertreten
konnen, ist ein ungelostes Problem. Auch bei der Behandlung dieser
Frage wird im allgemeinen! die fehlende Knollchenbildung der fehlenden
Infektion gleichgesetzt (Thornton, 1947, 1954), obwohl die Infektion
selbst nur selten untersucht worden ist. Mc Coy (1932) priift folgende
nicht zu Knéllchen fiihrende «cross inoculation groupsy auf Infektionen,
namlich Klee mit Luzernebakterien, Luzerne mit Kleebakterien, Erbsen
mit Kleebakterien und Erbsen mit Luzernebakterien; dabei fand sie in
keiner der untersuchten Kombinationen Bakterien oder Infektions-
schlduche in Wurzelhaaren (die Anzahl der untersuchten Wurzelhaare
wird nicht angegeben).

Erbsen, die ich mit Rhizobium trifolii geimpft hatte, bildeten zwar
nie Knollchen, zeigten aber iiberraschenderweise Infektionen, wie sich
aus Tabelle 12 ergibt. Die Feststellung wurde dadurch erleichtert, daf
mit dem Phasenkontrastmikroskop die Bakterien in den Wurzelhaaren
bedeutend leichter als mit dem gewohnlichen Mikroskop gesehen werden.

Die Infektionsrate von 0,139, ist nicht signifikant verschieden von
dem in Tabelle 6 dargestellten Vergleichsversuch mit Erbsen, welche
mit Knoéllechen hervorrufenden Rhizobien geimpft worden waren. Es
wurde also ein Beispiel fiir die Infektion einer Leguminose durch eine
nicht «passende», d.h. keine Knollchen erzeugende Bakterienrasse
gefunden.

1 Schaede (1948) stellt fest, daB es nicht erwiesen sei, ob die Infektion iiberhaupt
unterbleibe. )
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Tabelle 12
Anzahl der durch Rhizobium trifolii infizierten Wurzelhaare von Pisum sativum

Versuchsdauer: 30. August bis 30. Oktober. Die Pflanzen waren beim Impfen 17 Tage alt.

Die Wurzeln bildeten wahrend der ganzen Versuchsdauer keine Knéllchen, wihrend zur

Kontrolle gleichzeitig mit Rhizobium leguminosarum geimpfte Erbsen reichliche Knéllchen-
bildung aufweisen

Zwischen Impfen und Unter- < :
suchung verstrichene Zeit Anmh%gfrrzglﬁggsg chten Anze%%rlu%%ﬂg@emn
in Tagen

Anzahl %
3 507 2 0,3
4 745 1 0,1

5 610 0 0
6 620 1 0,1

9 600 0 0

3082 4 0,13

II. Untersuchungen iiber die Infektion von Nichtleguminosen durch
Rhizobien am Beispiel von Helianthus annuus L. und Zea Mays L.

Nachdem bei mit Rhizobium trifolii geimpften Erbsen festgestellt
worden war, dall Leguminosen durch eine Bakterienrasse infiziert werden
konnen, die keine Knollchen bewirkt, war es von Interesse zu erfahren,
ob Nicht-Leguminosen, deren Wurzeln bekanntlich niemals durch Rhi-
zobien zur Knéllchenbildung angeregt werden, eventuell auch infiziert
werden konnen. Als Untersuchungsobjekt wurden willkiirlich eine
Dikotyledone, Helianthus annuus und eine Monokotyledone, Zea Mays
gewihlt. Sonnenblumen und Mais wurden in gleicher Weise wie die Erbsen
mit sterilem Wurzelsystem auf stickstoff- und kohlehydratfreier Néhr-
losung gezogen und 20 (Sonnenblumen) und 16 (Mais) Tage nach dem
Quellen mit Rhizobium leguminosarum geimpft. Sowohl bei Sonnen-
blumen als auch bei Mais konnten in mehreren Versuchen immer wieder
infizierte Wurzelhaare gefunden werden (Tab. 13 und 14.). Die zu Be-
ginn beschriebene aseptische Aufzucht mit den strengen Sterilitdts-
kontrollen erlaubte es, Fremdinfektionen auszuschlieBen, so daB die in
den Wurzelhaaren gefundenen Bakterien mit den geimpften, d.h. mit
Rhizobium leguminosarum gleichgesetzt werden diirfen. Die Infektions-
rate von Zea Mays ist von derjenigen Knollchen bildender Erbsen (vgl.
Tabelle 7) signifikant verschieden (1°/,, << P < 19%,), wihrend diejenige
von Helianthus annuus keinen signifikanten Unterschied aufweist.
Sonnenblumen und Mais, beide, wie schon gesagt, willkiirlich gewihlte
Beispiele von Nicht-Leguminosen, bilden also nicht deshalb keine
Knollchen, weil die Infektion nicht stattfindet, sondern weil die mit der
Infektion in den Wurzelhaaren begonnene Symbiose nicht den «normaleny,
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zur Knollchenbildung fihrenden Verlauf nimmt. Ob sich die Bakterien im
Waurzelgewebe nicht ausbreiten oder nur ungeniigend vermehren kénnen,
oder ob die Wirtspflanze auf die Bakterien nicht mit Zellteilungen rea-
giert, miilte, wie bei den vorher angefiihrten Beispielen von Infektionen
ohne nachfolgende Knoéllchenbildung, der Gegenstand weiterer Unter-
suchungen sein.

Tabelle 13
Anzahl der durch Rhizobium leguminosarum infizierten Wurzelhaare von Helianthus annuus

Versuchsdauer: 10.September bis 20. Oktober. Die Pflanzen waren beim Impfen 20 Tage alt

Zwischen Impfen und Unter- Anzahl der untersuchten Anzahl der infizierten
suchung i;erTsatgléﬁlene Zeit Wurzelhaare ' Wurzelhaare
Anzahl %
3 466 0 0
5 180 4 2,22
7| 881 0 0
9 518 3 0,57
10 1089 0 0
11 771 i 0,12
14 564 1 0,17
4469 9 0,20
Tabelle 14

Anzahl der durch Rhizobium leguminosarum infizierten Wurzelhaare von Zea Mays

Versuchsdauer: 22.Februar bis 23.Marz. Die Pflanzen waren beim Impfen 16 Tage alt

7 uchning verstrichone Zeiy, | Awsabl der untersuchton Anzahl der nfisferten
in Tagen
Anzahl %
4 600 1 0,16
5 700 1 0,14
6 500 0 0
7 800 2 0,25
8 800 1 0,12
11 600 0 0
12 600 0 0
13 800 0 0
14 700 0 0
15 800 2 0,25
6900 ¥ 0,10

5 der 7 infizierten Wurzelhaare waren an Wurzelspitzen, so dal angenommen werden
darf, daB die Wurzelhaare mindestens vor der Praparation noch lebten.
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Zusammenfassung

1. Die Arbeit stellte sich zur Aufgabe, festzustellen, ob aus dem Aus-
bleiben der Knéllchenbildung bei mit Rhizobien geimpften Pflanzen
geschlossen werden darf, dafl keine Infektion stattgefunden hat oder
ob trotz erfolgter Infektion die Knollchenbildung unterbleibt. Die
Fragestellung setzte voraus, zunidchst die Verhéiltnisse der Infektion
bei Leguminosen unter solchen Bedingungen abzukliren, die eine
reichliche Knéllchenbildung erméglichen.

2. Es wurden die Wurzelhaare lebender, ungefirbter Wurzelstiicke mit
dem Phasenkontrastmikroskop auf Infektionen durch Rhizobien
untersucht. Da die Identitéit der im Mikroskop beobachteten mit den
geimpften Bakterien sicher gewiihrleistet sein muBite, Bakterien aber
morphologisch nicht unterscheidbar sind, war die Aufzucht steriler
Wurzelsysteme notig, die mit Reinkulturen von Rhizobien zu impfen
waren. Deshalb wurde eine Methode zur aseptischen Aufzucht der
Wurzelsysteme der Versuchspflanzen ausgearbeitet, die es erlaubte,
vor dem Impfen die Sterilitdt der Wurzeln festzustellen, so daB zu-
fallig und ungewollt durch Mikroorganismen verunreinigte Pflanzen
von der Untersuchung ausgeschlossen werden konnten.

3. Die Priifung oberflachlich steriler Erbsen und Maiskérner auf innere
Sterilitat ergab, daf3 zirka 79, der untersuchten Erbsen und 189, der
Maiskérner im Sameninnern infiziert waren. Deshalb war es trotz
zuverlissiger dullerlicher Desinfektion notwendig, die Sterilitat aller
Pflanzen bei jedem Versuch zu kontrollieren.

4. Bei der Untersuchung der Infektion von Trifolium pratense, Medicago
sativa und Pisum sativum durch Knollchenbakterien wurden keine
die Wurzelhaare durchziehenden Infektionsschliuche gefunden, wih-
rend sie in Wurzelhaaren von T'rifolium sublerraneum (in bezug auf
Knollchenbildung genetisch einheitliches Material) an einzelnen
Stellen des Wurzelsystems gehduft auftraten.

5. In den Wurzelhaaren aller untersuchten, mit Rhizobien geimpften
Leguminosen (Pisum sattvum, Trifolium pratense, Trifolium sub-
terraneum und Medicago sativa) wurden lose, nicht durch einen
Infektionsschlauch zusammengehaltene Bakterien beobachtet, die
entweder Brown’sche Bewegung oder rasche Eigenbeweglichkeit
zeigten.

6. Aus der Tatsache, daf3 lose Bakterien nicht nur in alten, sondern auch
in den jiingsten, d.h. noch lebenden Wurzelhaaren hinter der Wurzel-
spitze gesehen wurden, ergibt sich, dal nicht etwa nur tote Wurzel-
haare ohne Bildung eines Infektionsschlauches infiziert worden sind.
Jedes Wurzelhaar, in dem wenigstens ein Bakterium zu erkennen war,
wurde daher als infiziert angesehen.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
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. Die Rate der infizierten Wurzelhaare war klein; sie betrug bei Erbsen

zirka 0,49,

. Auf welche Weise die Knollchenbakterien in das Innere des Wurzel-

haares gelangen, ist unbekannt und konnte auch jetzt nicht festgestellt
werden. Unwahrscheinlich ist die enzymatische Auflosung der Zell-
wand, da auch in meinen Versuchen keine Zellulose spaltenden
Enzyme gefunden wurden und bis heute auch keine Pektin abbauende
entdeckt werden konnten. Und doch enthalten die Wurzelhaare von
Erbsen soviel kristalline Zellulose, daB sie mit einem Debey-Scherrer-
Rontgendiagramm nachgewiesen werden konnte.

. Die Infektion der Wurzelhaare erfolgte bald nach dem Impfen:

Innerhalb von 20 Stunden nach der Zugabe der Bakteriensuspension
wurden bei Erbsen infizierte Wurzelhaare gefunden. Es konnte keine
regelmifBige Zu- oder Abnahme der Infektionen in der Zeit zwischen
Impfen und reichlicher Knéllchenbildung beobachtet werden.

Nur etwa jede zweite bis dritte Infektion fiihrte bei Erbsen zu
Knollchenbildung (s. p. 95ff).

Mit Hilfe einer Féarbungsmethode, welche die Zuwachszonen der
Wurzelsysteme genau abgrenzt, konnte festgestellt werden, daB sich
Knollchen nur an Wurzelteilen bilden, die nach dem Impfen ge-
wachsen waren, oder an Stellen, an denen nach dem Impfen eine
Seitenwurzel entstanden war.

Wurzelsysteme junger Erbsenpflanzen, deren SproB noch unent-
wickelt war, wurden nicht infiziert, wihrend #ltere mit etioliertem
oder amputierten Sprol zwar Infektionen aber keine Knéllchen auf-
wiesen.

Hohe Konzentrationen von Nitraten verhinderte bei Erbsen wohl die
Knollchenbildung, nicht aber die Infektion.

Mit Kleebakterien geimpfte Erbsen wurden zwar infiziert, konnten
aber nicht zur Knollchenbildung gebracht werden.

Helianthus annuus und Zea mays, zwei willkiirlich gewihlte Beispiele
von Nicht-Leguminosen, zeigten nach dem Impfen mit Knéllchen-
bakterien infizierte Wurzelhaare.

Die angefiihrten Beispiele von Infektion ohne nachfolgende Knoll-
chenbildung zeigen, dafl die Anzahl der Knollchen kein MaB fiir die
Infektion darstellt. Der Verlauf der Symbiose scheint von der
héheren Pflanze bestimmt zu werden.
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