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Dle Assnmllatlon des molekularen Stlckstoﬁs
- der Luft durch niedere Pflanzen

yvon

G; SeExn (Basel)

Eine der erstaunlichsten Tatsachen in-den Liebenserscheinungen
an der Oberfliche unserer Erde ist das stoffliche Gleichgewicht,
das trotz oder wohl gerade wegen der Mannigfaltigkeit des Stoff-
wechsels der verschiedenen Organismen stets bestehen zu bleiben
scheint, sich jedenfalls nicht ge#indert hat, seitdem es mit Hilfe
genauer Methoden beobachtet wird.

Dass alle Kohlensdure, welche aus dem Erdinnern in Quel-
len oder aus Vulkanen ausstromt und welche bei der Atmung
von Mensch und Tier, zum Teil auch von den Pflanzen produziert
wird, oder endlich bei den zahllosen Verbrennungen von Holz und
Kohle entsteht, dass diese ungeheuren Mengen von den griinen
Pflanzen fortwéhrend wieder zu Zucker und andern oxydablen
Substanzen reduziert werden, so dass der CO,-Gehalt der ILauft
konstant bleibt, daran haben wir uns schon als an etwas Selbst-
verstindliches gewohnt. :

Es ist. aber noch nicht so lange her, dass namhafte Gelehrte,
vorwiegend Chemiker, die Befiirchtung ausgesprochen haben, dass
das stoffliche Glei\chgeWicht;in bezug auf die Stickstoﬁ'verbindungen
in einer fiir die Organismen fatalen Weise dauernd gestort werden
konnte. Denn Pflanze, Tier und Mensch brauchen zu ihrem Leben
nicht nur Verbindungen, die Kohlenstoff, Sauerstoff und Wasserstoff
enthalten ; sie benotigen auch Stickstoff, und zwar jeder Orgambmus
in einer ganz bestimmten Verbindung.

Fir die griinen Pflanzen wurde festgestellt, dass sie die
"Nitrate am besten zu verarbeiten vermogen, bedeutend weniger
gut die Ammonverbindungen, dass sie aber den molekularen Stick-
stoff der Luft, von welchem sie ja dauernd umspiilt werden, nicht
- verwerten konnen. Der tierische und menschliche Kérper dagegen
ist auf EiweiBstoffe, resp. auf Amine angewiesen, die aus den
Pflanzen stammen, welche diese durch Reduktion aus den Nitraten
gewonnen haben. Aus den Pflanzen stammt also letzten Endes der
gesamte organisch gebundene Stickstoff.
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Nun finden sich auf unserer Erdoberfliche die fiir die griinen
Pflanzen so wichtigen Nitrate zwar stellenweise in grosser Menge,
in grossen Gebieten sind sie aber so selten, dass unter den Pflanzen
ein eigentlicher Kampf um die Nitrate und um die Stickstoffverbin-
dungen iiberhaupt angehoben hat. Ganz abgesehen von den farb-
losen pflanzlichen Parasiten, welche ihre gesamten Nihrstoffe, ein-
schliesslich die N-Verbindungen, einem andern Organismus ent-
ziehen, vom Féulnis- oder vom Tuberkelbazillus bis zur sogenannten
Flachsseide (Cuscuta) oder der Schuppenwurz (Lathraea), treten
uns auch bei griinen Pflanzen die mannigfaltigsten Einrichtungen
entgegen, durch welche sie sich Salze und speziell die Stickstoft-
verbindungen zu verschaffen vermogen. Ich erinnere an die be-
kannten karnivoren Pflanzen mit ihren oft raffinierten Apparaten
zum Fangen und Verdauen niederer Tiere, wie sie uns bei unserm
Sonnentau (Drosera) oder bei den Kannenpflanzen (Nepenthes) der
feuchten Tropenwilder entgegentreten. Alle diese Fleischfresser
leben an Standorten, die an Salzen, speziell auch an Stickstofi-
verbindungen arm sind, wie Torfmooren oder mageren Tonbdden.
In diese Kategorie gehoren offenbar auch die sogenannten Ameisen-
pflanzen, welche, wie z. B. Myrmecodia, in den Hdohlungen ihres
Stengels den Ameisen Wohnung gewihren und aus deren Faeces
die N-Verbindungen beziehen (Miehe 1911). Da diese Pflanzen
hiufig als Epiphyten auf den magern Baumrinden vorkommen,
bildet fiir sie dieser Ameisenmist, wenn wir uns so ausdriicken
diirfen, eine natiirliche Diingung, ohne welche sie wohl kaum als
Epiphyten leben konnten.

Bei dieser Gewinnung des Stickstoffs aus dem Tierkérper wird
aber die Menge des organisch gebundenen Stickstoffs ebensowenig
vermehrt, wie z. B. bei der Nitrifikation des Ammoniaks; in beiden
Féllen werden die N-Verbindungen nur weitergegeben und erhalten.

Da aber bei zahlreichen chemischen Umsetzungen auf unserer
Erdoberfliche, so bei Verbrennung oder Faulnis der N-Verbindungen,
haufig molekularer N frei wird, somit fiir die hoheren Organismen
verloren geht, so wire es denkbar, dass die den Pflanzen zuging-
lichen N-Verbindungen auf unserer Erdoberfliche allméhlich ab- .
nehmen, so dass schliesslich die Pflanzenwelt und infolgedessen
auch die Tierwelt an N-Hunger zugrunde ginge.

Nun haben Physiker und Chemiker schon lange nachgewiesen,
dass bei elektrischen Entladungen in der Atmosphére, also bei Gewit-
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tern, der freie Stickstoff der Luft zu Salpetersiure oxydiert wird, mit
dem Regen in den Boden gelangt und von den Pflanzen aufgenommen
werden kann. Obwohl meines Wissens nicht berechnet werden kann,
ob diese Mengen gebundenen Stickstoffes diejenigen Mengen kompen-
sieren, welche aus Verbindungen in molekularen Stickstoff
iibergefiilhrt werden, wird auf diese Weise, wenigstens in einem
gewissen Masse, durch anorganische Prozesse der freien Natur
fiir die Bindung des freien Stickstoffs der Luft gesorgt. Auf solchen
Vorgingen beruhit ja auch zum Teil die Methode der kiinstlichen
Herstellung gebundenen Stickstoffs mit Hilfe elektrischer Ent-
ladungen, eine Methode, die in Lindern mit billigen Wasserkriften
zu praktischer Bedeutung gelangt ist. Aber auf den Menschen,
diesen unsichern Kumpan, kann sich die Natur nicht verlassen,
wenn das Gleichgewicht der Stickstoffverbindungen auf der Erd-
oberfliche dauernd aufrechterhalten werden soll. Hierzu braucht
sie einen sicherern und ununterbrochen arbeitenden Produzenten.

* *
*

Es ist das Verdienst des grossen franzosischen Chemikers
BerteELOT, im Jahre 1885 als erster nachgewiesen zu haben, dass
im Boden eine Anreicherung des N-Gehaltes erfolgt, jedoch nur so
lange, als dieser nicht durch hohe Temperatur steril gemacht worden
ist. Aus der Tatsache ferner, dass die Zunahme der N-Verbindungen
im Boden fast ausschliesslich in der wirmeren Jahreszeit stattfindet,
im Winter jedoch unterbrochen wird, zog er den Schluss, dass
dieser Prozess an lebende Organismen gebunden sein miisse.

Was es fiir Organismen seien, ndmlich wenigstens zum Teil
Bakterien, hat acht Jahre spéter -der russische Forscher Wino-
GRADSKY (1893 und 1894) nachgewiesen.

Die Fihigkeit gewisser Pflanzen, den N der Luft zu binden,
~hatte allerdings schon vorher H. HeLnrieeer, Direktor der land-
wirtschaftlichen Versuchsstation Bernburg, in den Jahren 1886 bis
1889 nachgewiesen. Allerdings nicht fiir gewdhnlich freilebende
Bakterien, sondern fiir solche, die als Symbionten in den Wurzel-
knollchen der Leguminosen vorkommen, und diesen die Entwick-
lung in Boden erlauben, in denen andere Pflanzen, die keine
Knollchen enthalten, an N-Mangel zugrunde gehen. Damit war die
zweite wichtige biologische Gruppe von N-bindenden Bakterien
festgestellt, nimlich die symbiontischen.
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- Wéahrend die junge Leguminosenpflanze, ein Klee oder eine
Akazie, in ihren Wurzeln keine Bakterien enthélt, wandern solche,
falls sie im Boden enthalten sind, in die feinen Wurzelhaare ein
und bis in die dicken Partien der Wurzel hinauf. Die Zellen dieser
Organe werden keineswegs geschidigt, sondern an bestimmten
Stellen zur Geschwulstbildung angeregt. In gewissen Zellen dieser
Geschwiilste siedeln sich die Bakterien an, erhalten dort von der
griinen Pflanze Zucker, wohl vorwiegend in Form von Glukose,
und liefern als Gegenleistung die Stickstoffverbindungen, welche
- sie durch Assimilation des molekularen Stickstoffs der Luft gebildet
haben. Dieses friedliche Zusammenleben oder Symbiose dauert
bis zur Bliitezeit der Leguminose. Geht diese aber zur Frucht- und
Samenbildung iiber, so braucht sie soviel Stickstoffverbindungen,
dass sie die Bakterien samt ihrem Stickstoff kurzerhand Verdaut
Die Symbiose endet also mit Auffressen.

Abgesehen davon, dass solche Wurzelknollchen mit Bakterien
resp. mit Actmomyceten bei zahlreichen Pflanzen anderer Verwandt-
schaftsgruppen festgestellt worden sind, so z. B. bei der Erle Alnus
und bei der tropischen Konifere Podocarpus, entdeckte vanx FaBer
1912 solche Bakterienknollchen auch in den Bldttern von Pavetta
und Ardisia, zwei Tropenbdumen aus der Familie der Rubiaceen.
Die Knollchen kommen  vorwiegend lings der Nerven vor und sind
besonders im durchfallenden Licht als dunkelgriine Flecken deutlich
sichtbar. Thre Bakterien miissen allerdings nicht erst aus dem Boden
bis in die Blitter hinaufwandern; sie sind vielmehr schon zwischen
Samenschale und Keimling enthalten und dringen durch die Spalt-
offnungen des Blattes in dessen Inneres ein. Dass auch sie den N
der Luft zu assimilieren vermdgen, hat zwar van FaBEr Zzuerst
nachgewiesen; dass aber die abgefallenen Bléitter von -Pavetta
ein besonders. gutes Diingemittel bilden, wussten- die indischen
Bauern schon lange vorher.

Wihrend mit der Zeit mehr und mehr N-bindende Bodenbak-
terien, sowie weitere Bliitenpflanzen, welche N-bindende Bak-
terien enthalten, bekannt wurden, dauerte es lange Zeit, bis die
Frage abgeklirt wurde, ob ausser den Bakterien auch noch
andere Mikroorganismen diese Fahigkeit besitzen. Wihrend es
zuerst filr einige griine und blaugriine Algen behauptet worden war,
ergaben exakte Versuche, dass dies nicht richtig sei; wohl aber
mehrten sich die Stimmen, dass auch bestimmte Pilze in vollig
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N-freien Medien gedeihen. Bezeichnenderweisé wurden sehr bald auch
bei den Pilzen wie bei den Bakterien Formen bekannt, welche nor-
malerweise frei leben, neben solchen, welche als Symbionten
hoherer Pflanzen vorkommen. Aus praktischen Griinden bespreche ich
zuerst die freilebenden Pilze. Schon lange bevor BErRTHELOT
die Stickstoffbindung im Boden durch Mikroorganismen nachwies,
hatte Jopin im Jahre 1862 auf stickstoffreien Nidhrbdden eine
reichliche Pilzentwicklung beobachtet. Er stellte sogar fest, dass
diese Pilze in hermetisch verschlossenen Gefissen der eingeschlos-
senen Luft einen . Teil ihres Stickstoffs entzogen, allerdings nur
6—7°%o0 des gleichzeitig zur Atmung verbrauchten Sauerstoffs. Ob-
wohl Jopin nicht mit' Reinkulturen von Pilzen gearbeitet hat, ist
die frithe Anwendung der gasanalytischen Methode bei seinen
Untersuchungen - hochst anerkennenswert.
- Erst 30 Jahre spiter wurden seine Resultate an Hand von
Reinkulturen von Pilzen bestitigt; nimlich 1898 durch BerTHELOT
an zwei Pilzen Alternaria tenuis und Aspergillus niger, und durch
Frank (1893 S. 146) an Hormodendron cladosporioides, also an
Schimmelpilzen. Wihrend Puriewirsca (1895) die N-Bindung fiir
Aspergillus niger bestétigt und fiir den Allerwelts:Schimmel Penicil-
lium' glaucum entdeckt hatte, dehnte Sarpa (1901) seine Untersu-
chungen auf eine grossere Zahl von Pilzen aus, wobei er bei drei
weiteren Formen positive Resultate erhielt. Unter diesen assimilierte
" Phoma Betae den freien Stickstoff der Luft besonders reichlich.
‘Wiahrend sich die bisherigen Autoren damit begniigt hatten,
die fiir die N-Assimilation giinstigsten Bedingungen festzustellen,
jedoch die in der freien Natur herrschenden Erndhrungsbedingungen
nicht speziell beriicksichtigt hatten, suchte FrormLicr (Basel) 1908
ausser den Stickstoff- auch die Kohlehydrat-Quellen der von ihm
untersuchten Pilze festzustellen. Dieser Gesichtspunkt war schon
bei der Auswahl der Pilze massgebend, welche er zu seinen Ver-
suchen verwendete. Er isolierte sie von trockenen Pflanzenstengeln,
welche den Pilzen zwar eine Menge von Kohlehydraten, allerdings
nur in der schwer loslichen Form der Zellulose und verwandter
Verbindungen, aber sozusagen keine N-Verbindungen liefern. Wenn
sich die Pilze trotzdem darauf entwickeln, so war anzunehmen,
dass sie ihren N-Bedarf aus der Luft decken.
Uber die Kulturbedingungen sei nur soviel bemerkt, dass.die
Kulturen stets in einer ruhenden Atmosphire gehalten wurden,
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welcher das Ammoniak entzogen worden war. Seine Pilze gehorten
nur vier Spezies an, ‘die alle sogenannte Fungi imperfecti sind.
Fiir zwei von ihnen, Hormodendron cladosporioides und Alternaria
tenuis, war die N-Bindung schon durch Frank (1893) resp. BErTHE-
Lot (1893) nachgewiesen worden, wihrend sie Froernice fiir Cla-
dosporium herbarum und Macrosporium commune zum ersten Male
feststellte. Diese wuchsen nicht nur auf N-freien Nihrboden viel
besser als die Schimmelpilze Aspergillus niger und Penicillium
glaucum, sondern ihre Kulturen ergaben auch eine starke Zu-
nahme an N-Verbindungen. Diese wurden mit Hilfe der Ksrr-
pauLschen Methode nachgewiesen.

Da Froemnice Mycel und umgebende Fliissigkeit getrennt
analysierte, konnte er feststellen, dass die Menge des in der ab-
filtrierten Ni#hrlosung enthaltenen Stickstoffs die im Pilz selbst
enthaltene betréchtlich iibersteigt. Der Pilz bindet somit mehr N,
als er zum Aufbau seiner Fdden und Sporen braucht; den Uber-
schuss gibt er an die umgebende Fliissigkeit ab. |

Es ist Kklar, dass diese Pilze bei der N-Assimilation nicht wie
ein chemisches Laboratorium arbeiten und stets denselben Ertrag
liefern. Vielmehr hidngt dieser in weitgehendem Masse von den
dussern Bedingungen ab. Uber diese soll im Zusammenhang mit
der von StanEL (Basel) 1911 publizierten Arbeit gesprochen werden.
Auch er untersuchte wie Froearica vorwiegend Fungi imperfecti,
die auf toten Pflanzenteilen vorkommen, beschrénkte sich aber nicht
auf Stengel von Kréutern und Stauden, sondern zog auch Bewohner
von Baumstriinken, diirrem Laub und Wurzeln in den Kreis seiner
Untersuchungen. So gelang es ihm, noch fiir vier weitere Pilze
Stickstoffbindung nachzuweisen, namlich fiir Bispora molinioides
und den iiberall verbreiteten ,Grauschimmel“ Botrytis cinerea, sowie
fir Melanomma spec. und Epicoccum purpurascens Ehbg. Ferner
bestitigte er die Angaben fritherer Forscher, dass die gewGhnlichen
Schimmelpilze, Penicillium glaucum und Aspergillus niger, den Stick-
stoff zu binden vermdgen. Absolut genommen sind die Mengen
assimilierten Stickstoffs bei den sechs letztgenannten Pilzen zwar
bedeutend geringer als bei den von Froemnica untersuchten,
immerhin aber noch mit Sicherheit nachzuweisen.

Was nun die Erndhrungsbedingungen dieser freilebenden Pilze
anbelangt, so studierte Frornnica vorwiegend den Einfluss ver-
schiedener Kohlehydrate. Neben der Glukose lieferte auch
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Zellulose, die mit den nétigen Salzen — mit Ausnahme von N-Ver-
bindungen — getrinkt worden war, iippige Kulturen. Dass die
Pilze die Zellwiinde tatsiichlich zu korrodieren vermogen, ergab die
Untersuchung der Stengel, auf welchen die Pilze natiirlicherweise
vorkommen. Noch besser als auf Zellulose gedlehen die Pilze auf
Inulin und Maltose, schlechter dagegen mit Saccharose und Lactose;
am wenigsten auf den Pentosen: Xylose und Arabinose. In keinem
Falle trat Gidrung, sondern nur Atmung ein. Dementsprechend
konnen diese Pilze mit Hilfe eines Grammes veratmeter Glukose
bis 9 mg Stickstoffverbindungen erzeugen, wiahrend das die Glu-
kose vergédrende Clostridium Pasteurianum pro 1 g Glukose nur
1,5 mg produziert. Auch eine Ansiuerung des Substrates, die auf
unvollkommene Oxydation der Glukose schliessen 'liesse, konnte
FroeaLicE nicht feststellen.

In Ergéinzung von FroerLicHS Angaben hat StaneL den Ein-
fluss einer geringen anfinglichen Zugabe einer Stickstoffverbin-
dung auf die Assimilation des molekularen Stickstoffs unter-
sucht. Er fand, dass die N-Bindung bei vier seiner Spezies der
~anfinglich gebotenen Menge gebundenen Stickstoffs etwa propor-
tional war. Oftenbar wird durch diesen der Pilz von Anfang an
so gekriiftigt, dass er seine Assimilationstitigkeit gegeniiber den
nur auf den molekularen Stickstoff angewiesenen Individuen
“bedeutend zu steigern vermag.

Neben .diesen freilebenden Formen wurden auch stickstoff-
bindende Pilze entdeckt, welche normalerweise nicht auf toten
Pflanzenteilen vorkommen, sondern im Innern lebender Pflanzen
wachsen. In diesen spielen-sie aber ebensowenig wie die Knollchen-
bakterien die Rolle von Krankheitserregern, sind also keine Para-
siten, sondern tragen zur Erndhrung der hohern Pflanze bei und
leben mit dieser in Symbiose. Schon 1901, bevor FrorHLICH
seine Arbeit begonnen hatte, war Friulein Dr TerNETZ (Basel)
bei ihren Studien an Pﬁanzen der Torfmoore auf die Fahigkeit
bestimmter Pilze aufmerksam geworden, ohne Zufuhr gebundenen
Stickstoffs zu gedeihen. Die erste Mitteilung erschien 1904, die
zweite ausfithrliche Arbeit 1907. Aus dusserlich sterilisierten Wurzel-
stiicken verschiedener KEricalen unserer Torfmoore, z. B. zweier
Heidekriuter, Erica carnea und tetralix, der Preisselbeere, Vacci-
nium Vitis Idaea, der Moosbeere Oxycoccus palustris und des
Poleiblattes, Andromeda polifolia, wuchsen bei Kultur in feuchtem
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"Raum verschiedene Pilze heraus, die simtlich zu Phoma gehoren,
also in dieselbe Gattung, zu welcher die von Sarpa (1901) unter-
suchte N-bindende Phoma Betae gehort. Doch wies jeder Pilz einer
bestimmten Ericalenart einen etwas andern Charakter auf als der-
jenige einer andern Ericale. Ja, bei der Preisselbeere, Vaccinium
Vitis Idaea, wurde aus Material von Freiburg in der Schweiz eine
andere Form von Phoma isoliert als aus Preisselbeerstocken, die
in Basel gewachsen waren.

Es lag natiirlich nahe, diese Pilze als die fiir d1e Ericaceen
schon lange bekannten Wurzelpilze, als ihre Mycorrhizen aufzu-
fassen. Obwohl eigentlich alles dafiir sprach, stellte Frl. TervETZ
fest, dass ihr der Nachweis der Identitit nicht gelungen sei. Denn
trotz zahlreichen Bemiihungen gelang es ihr nicht, pilzfreie Eri-
caceen zu ziichten, da es sich herausstellte, dass schon die Samen
dieser Pflanzen mit dem Pilz behaftet sind. Eine Infektion eines pilz-
freien Ericalen-Individuums mit einem der kultivierten Pilze konnte
darum nicht versucht werden. Dieser Nachweis gelang erst einer
englischen Botanikerin, C. Ray~nEr, 1915. Dadurch, dass sie die
Samen der noch geschlossenen Kapsel von Calluna vulgaris ent-
nahm, konnte sie dieselben mit Hilfe von Desinfektionsmitteln
pilzfrei machen und junge Pflanzen aus ihnen ziehen, die ebenfalls
keine Pilze enthielten. Obwohl ihnen Licht und die nétigen Nihr-
salze zur Verfiigung standen, brachten sie es nur bis zur Grosse
von ca. 3 Millimetern. Wurden sie aber mit dem vorher aus einer
Calluna isolierten Pilz zusammengebracht, so wanderte dieser in den
Keimling ein, bildete eine richtige Mycorrhiza und die Calluna
wuchs nun, obwohl sonst vollig steril kultiviert, zu einem normalen
Individuum heran. Dadurch war der biindige Beweis erbracht, dass
diese aus Ericaceen isolierten Pilze tatsachhch die Mycorrhiza-Pilze
dieser Pflanzen sind.

Auch sie gehoren zu den Imperfecti; an der Form ihrer
Pycnosporen lassen sie sich aber voneinander unterscheiden. Die
N#hrlosungen wurden durch Friaulein Terverz mit stickstoffreien
Chemikalien hergestellt und nachher noch auf ihren eventuellen
Stickstoffgehalt gepriift. Wie in Sarnas Versuchen, so wurden auch
hier die Flissigkeitskulturen von einem langsam, aber ununter-
brochen fliessenden Lufistrom durchsetzt, dem vorher alle N-Ver-
bindungen durch Na OH und H,SO, entzogen worden waren.

“Als Kohlenstoffquelle erwiesen sich die Disaccharide, Rohr-
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zucker und Mannit, weniger giinstig als die Glukose. Diese wurde
darum fast ausschliesslich als C-Quelle verwendet. Die Vorliebe
dlebel Wurzelpllze fir diesen Stoff ist Ja verstindlich, da er eben
diejenige - Form repréasentiert, ‘in welcher der Zucker durch die
Gewebe der hoheren Pflanzen geleitet wird. Jedenfalls spricht das
gute Wachstum auf dieser Zuckerart dafiir, dass der Pilz auch
an seinem natiirlichen Standort, in der Wurzel .der griinen Pflanze,
die Kohlehydrate in dieser Form bezieht. Wir werden bald andere
symbiontische Pilze zu erwihnen haben, bei welchen das nicht
gutrifft. | | |

~ Fiir die Beurteilung des Wesens des Vorgangs der Assimilation
molekularen Stickstoffs ist die Tatsache von Interesse, dass diese
Pilze in den Kulturen ihre Fortpflanzungsorgane, d.h. die Pykniden,
nur dann ausbilden, wenn ihnen gebundener N zur Verfiigung steht.
Ohne solchen bleiben sie trotz der Assimilation des molekularen
Stickstoffs steril, ausser wenn.ihnen viel Sauerstoff zur Verfiigung
steht. Dieser steigert natiirlich ihre Atmung und dadurch ihre
Energie, ‘die zu intensiver N-Assimilation offenbar notwendig ist.
Liefert letztere eine grossere Menge von Stickstoffverbindungen,
so befihigen diese den Pilz zur Blldung der Fortpﬂanzungs-
organe. - '
Wichtig ist ferner die 'l‘atsache dass das Trockengewwht
das eine Pilzkultur erreicht, um so klemer ist, je grosser die Menge
des aus der Luft assimilierten Stickstoffs ist, und d'ass, der assi-
milierte Stickstoff zum kleinsten Teil im Pilz selbst gespeichert,
zum grossten Teil dagegen in die Nahrlgsung abgegeben wird. Ihr
absoluter N-Gewinn ist allerdings bedeutend niedriger als bei den
Knollchenbakterien der Leguminosen und bei Clostridium Pasteu-
rianum. Dafiir verbrauchen aber die Ericaceen-Pilze viel weniger
Kohlehydrate, als das anaérobe Clostridium Pasteurianum.
Ja, wenn der Stickstoffgewinn auf 1 Gramm verarbeiteter Glukose
berechnet wird, so zeigt es sich, dass die Ericaceen-Pilze bis 18
und 22 mg N-Verbindungen, Clostridium dagegen bei . gleichem
Zuckerverbrauch nur 10 mg produziert. Diese Mycorrhiza-Pilze
arbeiten somit Okonomischer als die anaéroben Bakterien. Das
hingt wohl damit zusammen, dass sie den Traubenzucker nicht
vergiren, wie die Bakterien, sondern veratmen, wodurch sie
eben die im Traubenzucker enthaltene Energie viel vollstindiger
ausniitzen koénnen, als bei Spaltung und G#rung. In dieser Bezie-
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Assimilation des molekularen Stickstoffs der Luit

Versuchs- Dextrose N-Gewinn
ol E e e PR

Clostridium Pasteuria-

num* . . . . . 20 | 40 40 53,8 1,34
Azotobacter Chroococ- |

cum? ., . . . . 35 5 5 42,7 8,56
Aspergillus niger3. . 28 7 1,1 1,9 1,71
Penicillium glaucum 3. 28 7 0,7 2,8 3.8
Cladosporium  herba- .

rum* . . . . . 39 | — 0,48 2,86 5,95
Phoma radicis Oxy-

coect® . . . . . 28 1 0,85 15,3 18,08
Orcheomyces Neottiae ¢| 100 0,25| 0,029 0,38 | 13,3
Orcheomyces conopeae™| 100 0,25 0,10 0,97 9,7

! Nach Winogradsky, 1902, S. 53, b4.
2, Gerlach und Vogel, 1902, S. 818.

3, Ternetz, 1907, S. 383, Tab. 7.

4, Froehlich, 1908, 8. 295.

® , Ternetz, 1907, S. 388, Tab. 9.

5,  Wolff, 1926, S. 17, Tab. 4, Nr. 108 (alles auf Glukose umgerechnet).
7

» » 1926, ,26, , 7, , 60 "

hung gleichen sie dem von Kostyrscaew (1925) untersuchten
Azotobacter agilis, der ebenfalls mehr als 20 mg Stickstoffverbin-
dungen pro 1 g verarbeiteter Glukose liefert.

Wurden diese Ericaceen-Wurzelpilze in einer reinen Stickstoff-
atmosphidre kultiviert, in der eine Atmung ausgeschlossen ist, so
wuchsen sie noch, erreichten jedoch nur etwa ein Drittel des
Trockengewichts durchliifteter Kulturen und assimilierten ausser-
ordentlich wenig Stickstoff. Bei dieser anaéroben Kultur trat eben-
falls keine Gérung ein. All das beweist, dass diese Pilze an
Sauerstoffatmung gewdhnt sind und dass sie diese zur inten-
siven Verarbeitung des Stickstoffs der Luft notwendig brauchen.
Dank dieser ihrer Féhigkeit ermoglichen sie ihren Ericalen, an



— 69 —

Standorten zu gedeihen, welche, wie die Torfmoore oder sandige
Heiden, an N-Verbindungen arm sind.

Eine weitere Gruppe stickstoffbindender Pilze ist in den letzten
Jahren durch meinen Schiiler, Dr. H. WorLrr (Basel, 1926) entdeckt
und untersucht worden. Auch hier handelt es sich um Mycorrhiza-
Pilze, und zwar um solche, welche in den Wurzeln mehrerer
unserer einheimischen Orchideen leben. Am genauesten unter-
sucht wurde derjenige der braunen Nestwurz, Neottia Nidus
avis, daneben diejenigen von vier griinen Wiesenorchideen, Gymna-
denia conopea, Orchis maculatus, Helleborine (Epipactis) palustris
und latifolia. Sie gehoren, wie die von Burerrr (1909, Seite 16),
aus den Luftwurzeln tropischer Orchideen isolierten Pilze, zur
Gattung Orcheomyces. Wie die Ericaceen-Pilze, gediehen sie am
besten in Fliissigkeitskulturen — das entspricht eben ihrem natiir-
lichen Standort im Saftraum der Zellen — und zwar ebenfalls bei
intensiver Durchliiftung. Stickstoffverbindungen bedurften sie dazu
keine, sondern kamen mit dem molekularen Stickstoff der Luft aus.
Diese wurde iibrigens, gerade wie in den Ericaceen-Pilzkulturen,
- von Ammoniak- und andern N-Verbindungen durch KOH und H,SO,
gereinigt. Diese Orchideenpilze gedeilien in Glukoselosungen, die
die notigen Mineralsalze enthalten. Da aber Neottia Nidus avis
selbst sehr wenig Glukose bildet, indem ihre CO2-Assimilation
susserst schwach ist (Henricr und Senw, 1925, Seite 127), lag es
bei dieser Humusorchidee nahe, an eine andere Kohlenstoffquelle
zu denken, die im Boden enthalten sein muss. Versuche mit ver-
schiedenen in Betracht kommenden Stoffen ergaben, dass der Pilz
in Gerbstofflésung am besten gedeiht, d. h. in einer bestimmten
Zeit das grosste Trockengewicht produziert. Aus der glykosid-
artigen Verbindung des Tannins spaltet er zunichst die Glukose
ab, kann aber zur Not auch von der Gallussiure leben. Jedenfalls
gewinnt er aus dieser Kohlenstoffquelle die zur Assimilation des
freien Stickstoffs notwendige Energie. Da, wie' wir sahen, die
Nestwurz, in welcher er wichst, sehr wenig Kohlenstoffverbindungen
produziert, wird der Gerbstoff, den sie enthiilt, kaum von ihr selbst
stammen, sondern offenbar aus dem Waldboden, der ja durch
die fallenden Blitter Gerbstoff fortwihrend zugefiihrt erh&lt. Aller-
dings konnen zwischen den in der Wurzel lebenden Pilzen und der
Aussenwelt nur sehr wenige Verbindungen durch Pilzhyphen fest-
gestellt werden (Maanvus, 1900, Seite 209). Darum muss man an-

14
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nehmen, dass die Neottiawurzeln selbst imstande sind, den Gerbstoff
aus dem Boden aufzunehmen und ibn dann ibhren Pilzen abzugeben.
Dafiir liefert der Pilz der Orchidee Stickstoffverbindungen und
jedenfalls auch Kohlehydrate. Denn Worrr konnte in nicht
zu alten Tanninkulturen grossere Mengen von Glukose nachweisen,
die durch die Spaltung des Tannins entstanden sein muss. Diese
vom Pilz abgespaltene Glukose kommt dadurch unter normalen
Bedingungen der Orchidee zugute. Im Gegensatz zur Glukose
treten aber die vom Pilz gebildeten Stickstoffverbindungen
‘nicht in die Nihrlosung aus, wie dies bei den Ericaceen-Pilzen
festgestellt wurde. Vergleicht man aber die von den Ericaceen-
Pilzen zuriickgehaltenen Mengen von N-Verbindungen, so zeigt es
sich, dass diese sich in der gleichen Grissenordnung bewegen, in-
dem sie z. B. bei Phoma radicis Andromedae 0,982 (TERNETZ,
1907, Seite 385), bei Orcheomyces conopseae 0,97 mg betragen.

Aus der Tatsache, dass diese beiden Zahlen fast vollig
mit einander iibereinstimmen, darf wohl der Schluss gezogen
werden, dass die Orchideen-Pilze offenbar nur diejenige N-Menge
assimilieren, die sie zum Aufbau ihres Korpers notig haben, wih-
rend die Ericaceen-Pilze einen Uberschuss produzieren, den sie in
ihre Umgebung austreten lassen. Obwohl nun der vom Orchideen-
Pilz gebundene Stickstoff im Pilz bleibt, kann ihn die Orchidee
doch verwerten, weil sie imstande ist, den in einer bestimmten
Zellschicht lebenden Pilz regelrecht zu verdauen (Maanvus, Seite
256), wie wir dies ja auch fiir die Bakterien der Leguminosen fest-
gestellt haben. Dadurch fallen ihr auch die Stickstoff- gerade wie
die Kohlenstoff-Verbindungen des Pilzes zu.

Vergleicht man die absoluten Mengen des Stickstoffs, die
von diesen Orchideen-Pilzen assimiliert werden, mit denjenigen
der von den Bakterien und Ericaceen-Pilzen gebundenen, so muss
sie als sehr klein bezeichnet werden, sind sie doch sogar noch
geringer als die von Aspergillus und Penicillium produzierten.®
Berechnet man aber die gebundene Stickstoffmenge auf 1 Gramm

-1 Anmerkung: Angesichts der geringen Mengen assimilierten Stickstoffs
wurde dieser (nach Anwendung der Kjeldahl’schen Methode) nicht durch Titra-
tion, sondern kolorimetrisch unter Verwendung von Nesslers Reagens bestimmt,
wie dies bei der Wasser-Analyse iiblich ist. Auf diese Weise kann der Stick-
stoff unter Umsténden bis auf 0,01 mgr. genau bestimmt werden (vgl. Worrr,
1926, S. 20).
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verbrauchter Glukose, wobei der Glukosegehalt des Tannins
mit 12,5% in Rechnung gestellt wird, so erhilt man Zahlen,
welche die meisten der bei den Bakterien und Schimmelpilzen ge-
wonnenen um ein Bedeutendes iibersteigen. Nur die bestassimilie-
renden FEricaceen-Pilze und KostyrscEEws Azotobacter arbeiten
noch ' 6konomischer. r

Somit bezieht die Orchidee von ihrem Pilz ausser der von
diesem ausgeschiedenen Glukose aueh Stickstoffverbindungen,
die ihr erlauben, auch auf salzarmen Bdden zu gedeihen. Auf-
fallenderweise wurde bisher bei den auf Biumen lebenden tropi-
schen Orchideen, welche ebenfalls Mycorrhiza-Pilze enthalten,
in deren Kulturen noch keine Stickstoff-Assimilation nachgewiesen.
" Und doch wiire eine solche gerade bei diesen auf der salzarmen
Rinde wachsenden Pflanzen und ihren vom Stickstoff stindig um-
spiilten Luftwurzeln in erster Linie zu erwarten. Wahrscheinlich
wird bei geeigneter Kultur dieser Pilze ihre Fihigkeit zur Stick-
stoffbindung auch noch nachgewiesen werden konnen.

* *
*

Dieser Uberblick ergibt, dass zahlreiche niedere Pflanzen, in
der Hauptsache bestimmte Bakterien und Pilze, imstande sind,
den molekularen Stickstoff der Luft aufzunehmen und in organische
Verbindungen iiberzufiihren.

Die spezielle Lebensweise dieser Organismen, d. h entweder
als freilebende Saprophyten, wie Bodenbakterien und Pilze, auf
toten Pflanzenorganen oder als Symbionten im Zellsaft lebender
Pflanzen, ist an diesen stickstoffbindenden Organismen nicht spur-
los voriibergegangen. So gedeihen die Symbionten griiner Pflanzen,
also die Knoéllchenbakterien der Leguminosen und Rubiaceen und
die Mycorrhiza-Pilze der Ericaceen, am besten in Glukose, die sie
offenbar auch von ihren Wirtspflanzen erhalten. Dasselbe gilt fiir
die von FromLicH von toten Pflanzenstengeln isolierten Pilze, die
allerdings auf Cellulose, ihrem natiirlichen Substrat, ebenfalls
gut gedeihen. Dagegen eigneten sich fiir diese Pentosen oder
gar mehrwertige Alkohole nicht als Kohlenstoffiquellen. Im
(Gegensatz zu ihnen sind die Orchideenpilze imstande, auch von
Pentosen, z. B. Arabinose und Xylose zu leben, besonders gut
aber in Tannin, das diesen Pflanzen an ihren natiirlichen Stand-
orten meist in grosser Menge zur Verfiigung steht. Die iibrigen
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stickstoffbindenden Organismen, z. B. die von STareL untersuchten
Pilze, sowie die meisten aéroben und anaéroben Bakterien, welche
besonders in glukosehaltigen Kulturen gut gedeihen, sind jedenfalls
auch imstande, die an ihren Standorten vorwiegend vorhandenen
komplizierten Kohlehydrate und deren Derivate auszuniitzen.
Das gilt- wohl auch fiir die Gérungserreger, wie Clostridium
Pasteurianum usw. Obwohl wir dariiber nur wenig wissen, darf
wohl angenommen werden, dass jeder dieser Organismen diejenige
Kohlenstoffverbindung als Energiequelle verwendet, die an seinem
Standort verfiighar ist.

~ Da es sich bei der Assimilation des freien Stickstoffs um einen
Prozess handelt, der dem Chemiker auch heute noch nur unter
Anwendung stirkster Mittel, elektrischer Entladungen oder hoher
Temperatur, hoher Drucke und metallischer Katalysatoren gelingt,
wurde schon 1894 von WinocraDSKY die Frage nach dem Che-
mismus dieses Vorgangs in der lebenden Zelle aufgeworfen. Auch
nachher wurde diese Frage immer wieder diskutiert. In welcher
Richtung wir die Losung suchen miissen, dafiir liefern uns zunéchst
die bisherigen Beobachtungen iiber die Bedingungen, unter welchen
die Bindung des molekularen Stickstoffs erfolgt, gewisse Anhalts-
punkte. So haben die Versuche von Frl. TerNETz . ergeben, dass
sowohl die freilebenden Schimmelpilze als auch die symbiontischen
Phomen in gut durchliifteten Kulturen am meisten Stickstoff
binden, d. h. wenn sie stark atmen und damit viel Energie ge-
winnen. Entsprechend wuchsen Kulturen, denen kein Sauerstoft,
sondern nur molekularer Stickstoff zugefiihrt worden war, sehr
schlecht und banden sozusagen keinen Stickstoff. Dazu stimmt das
von STAHEL gewonnene Resultat, dass die Entwicklung der N-
bindenden Pilze, wie die N-Bindung selbst, durch eine anféingliche
Zugabe gebundenen Stickstoffs gefordert wird. Zur kriftigen N-
Bindung sind somit kriftige und stark atmende Pilze erforderlich,
solche also, die iiber eine relativ grosse Menge von Energie ver-
fiigen. Dass die Pilze bei der N-Assimilation tatsdchlich viel Energie
verbrauchen, ergibt die von Ternerz festgestellte Tatsache, dass
das Trockengewicht der Ericaceen-Pilze bei intensivster N-Bindung
am Kkleinsten ist. Aus allen diesen Beobachtungen muss also der
Schluss gezogen werden, dass die N-Bindung im Pilz und auch
im Bacterium mit einem grossen Aufwand von Energie ver-
bunden ist.



Wie erwihnt, hat sich schon WinoeraDsKY (1894, S. 355) die
Frage nach dem ersten Produkt der N-Assimilation vorgelegt.
Da er bei seinem anaéroben Clostridium Pasteurianum eine starke
Gartitigkeit mit intensiver Wasserstoffentwicklung festgestellt
hatte, glaubte er die Bindung des Stickstoffs auf dessen Zusammen-
treffen mit dem Wasserstoff in statu nascendi innerhalb des
lebenden Protoplasmas erklaren zu kénnen. Da aber diese Reaktion,
vom rein chemischen Standpunkt aus betrachtet, mit einem ausser-
ordentlichen Aufwand von Energie verbunden wire, haben viele
Chemiker diese Reaktion als unmoglich zuriickgewiesen. So fassen
GavuTier et Drouin (1888) fiir sauerstoffatmende Bakterien den Vor-
gang als Oxydation des Stickstoffs zu salpetriger Siure oder zu
Salpetersiure auf; Stokrasa (1908, S. 626) vermutet, dass Cyanwas-
serstoff gebildet werde, der ja in héheren Pflanzen ofter vorkommt.
GerrLacH und Voeern (1902, S 883) sind -der Ansicht, Azotobacter
binde den Stickstoff direkt an Kohlehydrate, so dass N-haltige Stoffe
zustande kommen; Czarek (1920, S. 206) endlich hilt die Bildung
von Ammonnitrit fiir moglich. Somit eine ausserordentlich reiche
Auswahl von Moglichkeiten. Es darf dabei aber nicht vergessen
werden, dass bisher keiner dieser Stoffe bei den N-bindenden Bak-
terien und Pilzen nachgewiesen werden konnte, dass dies also zu-
nichst reine Theorie war. )

Nun hat aber KosryrscrEw 1925 festgestellt, dass Azotobacter
agilis, der pro 1 g verbrauchter Dextrose mehr als 20 mg N assi-
miliert, also den besten Phoma-Arten gleichkommt, weder Nitrat
noch Nitrit, noch Harnstoff bildet, sondern vorwiegend Ammon-
verbindungen, daneben auch Amine. Er glaubt, dass letztere aus
den Ammonverbindungen sekundir entstehen. Die Richtigkeit seiner
Methode vorausgesetzt, wiirde somit die von WiNogrADSKY filr
das anaérobe Clostridium aufgestellte Theorie fiir den aéroben
Azotobacter tatsdchlich gelten. Die relativ grosse, durch intensive
Atmung oder Girung gewonnene Energiemenge, welche bei inten-
siver Stickstoffbindung der Microorganismen stets konstatiert wurde,
wiirde demnach in Verbindung mit starken reduzierenden Fer-
menten des Protoplasmas dazu verwendet, diese Reduktion in
einem Hub zu vollziehen. ' ~

Diese Erklirung hat allerdings den grossen Nachteil, dass
~ hinter dieser Reaktion, die unter den in der lebenden Zelle herr-
schenden normalen Druck- und Temperaturverhiltnissen fiir
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chemische Begriffe unmdoglich erscheint, sozusagen als Deus ex
machina die grosse Unbekannte, das lebende Proto-
plasma steht. Mit diesem lisst sich natiirlich alles und nichts
beweisen. Als Nichtchemiker steht es mir nicht an, iiber Moglich-
keit oder Unmoglichkeit einer solchen Reaktion ein Urteil abzu-
geben. Ich mochte nur die Frage aufwerfen, ob die ungeheure
Wirksamkeit der lebenden Zelle vielleicht nicht auch hier, wie
z. B. bei den osmotischen Vorgiingen, auf der mikroskopischen, ja
ultramikroskopischen Kleinheit der Zelle, des Protoplasmas und
seiner Bestandteile beruht. »

Auf Grund der Feststellungen der Chemiker wissen wir, dass
das Atom-des Stickstoffs relativ leicht reagiert, dass aber die in
der Luft ausschliesslich vorhandenen Molekel des Stickstoffs (N,)
nicht reagieren. Sie tun es erst, wenn sie in ihre beiden Atome
(N -+ N) gespalten sind. Der Chemiker erreicht dies mit Hilfe elek-
trischer Entladungen oder hoher Drucke und Temperaturen. Dem
N-bindenden Bakterium oder Pilz stehen alle diese Mittel nicht zur
Verfiigung. Dagegen besitzen diese Pflanzen in ihrem Protoplasma,
das ja- ein Colloid ist, eine ausserordentlich grosse innere Oberfliche.
Nun ist es wohl denkbar, dass an dieser der molekulare N der
Luft mit Hilfe der relativ grossen Energiemenge, die der Orga-
nismus durch Atmung oder Gérung gewinnt, in seine Atome zerlegt
werde, so dass er mit dem Wasserstoff reagieren und Ammoniak
bilden kann. Die Pflanze wiirde demnach mit einer relativ geringen
Energie dasselbe durch ihre innere Struktur erreichen, wozu der
Chemiker ungeheure Energien aufwenden muss.

* % A %

Die bisher ausschliesslich vom theoretischen Standpunkt be-
trachteten Vorgdnge haben aber auch fiir den Haushalt der
Natur eine ungeheure Okonomische Bedeutung. Dass viele dieser
N-bindenden Organismen hochmolekulare organische Verbindungen,
die in toten Pflanzenteilen in die Erde gelangen, wie z. B. Zellulose
und Tannin, zu einfachen Verbindungen abbauen, die wieder
als Energiequellen dienen, ist schon fiir den Kreislauf des Kohlen-
stoffs von Bedeutung. Ihre Hauptleistung besteht jedoch in der
Anreicherung des Bodens an Verbindungen von Stickstoff, sei es, -
dass sie diese bei ihren Lebzeiten ausscheiden, sei es, dass diese
bei ihrem Tode den andern Organismen zugidnglich werden.
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Diese ihre Leistung fiir den Haushalt der Natur lidsst sich
nicht nur theoretisch berechnen, sondern konnte schon im Grossen
nachgewiesen werden. So ermoglichte z. B. die Aufforstung der
vorher vegetationslosen Sanddiinen der Siidwestkiiste von Frank-
reich die Entwicklung eines zusammenhingenden, aus Pilzfiden
gebildeten Bodenfilzes. Da es sich dabei um stickstoffbindende
Formen, wahrscheinlich um Cladosporien handelt, wird dieser Boden
fortwiahrend an Stickstoffverbindungen angereichert. Darum kann
Henry (1908, Seite 220) mit Recht sagen: ,La forét constitue la
meilleure caisse d’épargne d’azote“. Dasselbe gilt fiir die schon
von BerTHELOT untersuchten Tonbdden, wenn auch die von ihm
berechneten Stickstoffertrignisse im Vergleich zu den Ergebnissen
- neuerer Kulturen vielleicht etwas zu hoch ausgefallen sind.

In entsprechender Weise reichern die ja hiufig bestandbildenden
Leguminosen mit ihren Bakterienkndéllchen den Boden mit
N-Verbindungen in grossem Stile an, so dass sie der Landwirt zur
sogenannten Griindiingung verwendet. Dasselbe leisten die aus-
gedehnten Bestinde von Ericalen (Erica specc., Calluna vulgaris,
Vaccinium spece. usw.) auf Torf- und Sandbéden, und ohne Zweifel
auch die von den Alplern zu Unrecht als schidliches Unkraut be-
trachteten Alpenrosengebiische. Ebenso reichern offenbar die aus-
gedehnten Buschwilder oder Macchien der Mittelmeerlinder mit
ihren Erdbeerbiumen (Arbutus specc.) den Boden mit N-Verbin-
dungen an, da auch diese eine Mycorrhiza enthalten, nicht zu ver-
gessen die strauch- und baumformigen Rhododendren der subtro-
pischen und tropischen Gebirge. Wo die Orchideen massenweise
vorkommen, werden auch ihre N-bindenden Mycorrhizen bedeutungs-
voll. In den Subtropen und Tropen dienen die oft riesigen Legu-
minosenbdume mit den Bakterienknollchen ihrer Wurzeln der Stick-
stoffbindung, ebenso wie die Ardisien und Pavetten, welche die
stickstoffassimilierenden Bakterien in den Blattknollchen enthalten..
Im Schlick des Meeres wies KeurNER (1905) und im Schlamm des
Genfersees Parmans (1926, S. 174) N-bindende Bakterien nach.

So darf man wohl sagen: Jede Zone und jede Formation, jeder
Boden und jedes Gewdsser hat seine speziellen Stickstoffbildner,
die sich allerdings, soviel wir bisher wissen, ausschliesslich aus
der Gruppe der Bakterien und der Pilze rekrutieren. Diese alle
leisten der Vegetation und damit auch der Tierwelt und dem Men-
schen durch ihre fortgesetzte Assimilation des molekularen Stick-
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stoffs und durch die Speicherung seiner Verbindungen einen iiberaus
wichtigen Dienst.

Genau in derselben Weise, wie die griinen Pflanzen das Gleich-

gewicht der Kohlensiure und ihren Kreislauf regulieren, so erhalten
" die stickstoffbindenden Bakterien und Pilze das Gleichgewicht
zwischen gebundenem und molekularem Stickstoff, und sichern gleich-
zeitig den Kreislauf dieses Elements, eine der Hauptbedingungen
fiir die Fortdauer des Lebens auf unserm Planeten.
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