Bakterio-geografiske Studier.

Nogle Undersogelser over
Azotobacters Forekomst i dansk Jord.

Af Thjelvar Molér.

Som de tilforladeligste Metoder for systematisk-diagnostiske
Undersagelser har man betragtet Serumreaktionerne (Agglutina-
tion, Praecipitinreaktion). Men bortset fra, at de ikke er helt
specifike (» Gruppereaktioner«) og saaledes ingenlunde kan give
utvetydige Svar, frembyder de ogsaa tekniske Vanskeligheder.
Blandt nyere Fremgangsmaader til Adskillelse af morfologisk
identiske eller hinanden meget neerstaaende Bakterieformer for-
tjener forst og fremmest den Metode at nzvnes, som betjener
sig af de respektive Organismers Evne eller Mangel paa Evne
til at udnytte forskellige Kulstof- og Kvlstofkilder.

Den forste, som benyttede denne Metode, var Th. Smith'),
men forst gennem C. O. Jensens®) omfattende Undersogelser
over Tyfus-Coli-Gruppen viste det sig, hvilken stor Betydning
denne Fremgangsmaade havde for Bakteriernes Systematik.
Den Smith-Jensenske Grundseetning kunde i Korthed formu-
leres som: Bakterier, der med Hensyn til deres Spalt-
ningsevne (eventuelt Produktion af Luftarter og For-
andring af Brintionkoncentrationen) forholder sig
paa samme Maade over for forskellige C- og N-Mole-

) Th. Smith: The Fermentation Tube. The Wilder Quatercentury Book.
Ithaca 1893.

%) C. 0. Jensen: Adskillelse og Gruppering af nzrstaaende Bakterieformer
ved deres Forhold til kemiske Forbindelser. Oversigt over Det kgl. danske
Vid. Selsk. Forhandl. 1910, Side 156—182.
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kyler, herer til samme systematiske Enhed. . Dette
lader sig anskueliggore ved folgende Eksempel:

Geringsskema for tre Bakterier af Tyfus-Coli- Gruppen
(sammenstillet efter C. O. Jensen).

0 = ingen Spaltning af Sukkerarten.
S = Spaltning af Sukkerarten med paafalgende Syredannelse.
G — Spaltning af Sukkerarten med paafelgende Luftudvikling.

Bacterium Dekstrose | Maltose | Mellibiose | Lactose Saccharose
og Raffinose
fyphi ........... . S S - 0 0
paratyphi B. ..... SG SG SG 0 -0
coli.............. SG SG SG . SG SG

Allerede denne lille Tabel viser med al enskelig Tydelig-
hed, at man med denne Metode let kan adskille Bakterier fra
hinanden, som i morfologisk Henseende er identiske, men som
i fysiologisk og klinisk Henseende (ved deres eventuelle Pato-
genitet) forholder sig helt forskelligt. Ved at indfere en sterre
Mseengde Kulstof- (og Kvelstof-)kilder i Forsagene er det lykke-
des C. O. Jensen at fastslaa Forekomsten af et betydeligt Antal
Stammer (Arter), som udger Rene Linier, idet deres Spaltnings-
evne synes at vare uforanderlig.

Den Smith-Jensenske Garingsmetode har hidtil alene fun-,
det Anvendelse i den medicinsk-bakteriologiske Diagnostik.
Imidlertid maa den betragtes som saerlig egnet til Undersogelse
af Jordbundsbakterier, thi de Oplysninger, som vi faar om
vedkommende Organismers Evne til at udnytte forskellige
Kulstof- og Kvelstofkilder, er veerdifulde, ikke blot fra et diag-
nostisk, men fremfor alt ogsaa fra et plantegeografisk Syns-
punkt. Jo sterre Evne en Bakterie har til at drage Nytte af
forskellige Neeringsstoffer, desto storre er ogsaa dens Mulighed
for, under i evrigt lige Forhold, at faa sterre Udbredelse.
Omvendt kan en Bakterie med staerkt specialiserede Nzrings-
krav kun faa disse tilfredsstillede forholdsvis sjeldent og er
saaledes henvist til feerre Lokaliteter.

Det er ud fra dette Synspunkt, at Forf. har udfert nogle
Geeringsforspg med Azotobacter, hvilken Bakterie saa meget
mere egner sig som Ledeorganisme ved en bhakterio-geografisk
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Studie, som den i Almindelighed er yderst let kendelig paa
sine store Celler. Hertil kommer, at neppe nogen anden Jord-
bakteries Forekomst gennem  simple Metoder kan konstateres
med storre Sikkerhed end netop denne aérobe, kvelstof-
bindende Bakterie.

Beijerinck") anferer ved sin Beskrivelse afl Azofobacter
chroococcum en Mseengde Kulstofforbindelser, som han har
fundet kan udnyttes af denne Organisme. Men hans Forseg
var »Ophobningsforseg«, og hans Iagttagelser angaar Raa-
kulturer. At Azotobacter chroococcum i Renkultur kan frem-
vise en anden Assimilationsevne end i Raakultur, er blevet
sandsynliggjort af Krainsky?), som angiver, at f. Eks. Saccha-
rose, som Beijerinck fandt let tilgengelig for denne Bakterie,
ikke assimileres af den i Renkultur. Manglen paa Over-
ensstemmelse i Forsagsresultaterne angaaende Azotobacters
Trang lil Kulstofsneringsmidler er seerlig blevet paapeget af
Harald R. Christensen®), som endog fremsatter den Mulighed,
at forskellige Azotobacterstammer forholder sig forskelligt over
for de enkelte Kulstofforbindelser.

Geringsforseg.

For at udfinde, hvilke organiske Forbindelser Azotobacter
chroococcum kan benytte til at daekke sit Kulstofbehov, ud-
fortes der den 10. Juni 1914 folgende Forseg. 10 cm? af en
Nwxringsoplesning, bestaaende af Aqua dest. 100 ccm -+ Q.02 g
K,HO,PO -} 0.0 g Ca0,CO +- 0.5g af vedkommende organiske
Forbindelse, blev fyldt paa 30 cm?-Flasker, som derpaa sterili-
seredes ved i to paa hinanden felgende Dage at underkastes
20 Minutters Kogning i Autoklave uden Overtryk og i Mellem-
tiden at henstaa i Termostat ved 37° C. At eventuelt forekom-
mende sporebzrende Bakterier i Naeringsoplesningerne var ble-
vet draebte, fremgik af det negative Resultat af Udstrygningen
paa Bouillon-Agar, som efter Forsegets Afslutning blev fore-

) M. W. Beijerinck: Ueber oligonitrophile Mikroben. Centralbl, f. Bakt.
II. Bd. 7 (1901), S. 570.

%) A. Krainsky: Azotobacter chroococcum utd seine Wirkung im Boden.
Centralbl. f. Bakt. 1I. Bd. 20 (1908), S. 731.

%) Harald R. Christensen: Om Binding af Luftens frie Kvaelstof ved frit
levende Mikroorganismer. Tldsskrlft for Landbrugets Planteavl, 16. Bind, 1909,
Side 312.

45
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taget fra Kontrolflaskerne. Ved den anvendte Steriliserings-
metode bliver Sandsynligheden for en Spaltning af specielt
Kulhydrater, som kan ventes at indtreede ved hgjere Tempera-
tur og leengere Varmeindvirkning, reduceret til et Minimum.

Tabel 1. Azolobacter chroococcums Evne til at benytte
forskellige Kulstofkilder.

Tri- .
Monohexoser Pentoser Disaccharider |saccha-
rider
2 2 Q 2 o 2
@ o 2 ' S
ﬁ § § 2 £ 2 2 qé qé = 2 | Raffi-
£ 7‘: 5 g ' '—‘; g '§ =18 % = | nose
Sl sl | R el ENS
stamme 5323. | ++H+HHH-H @ | @ | O O A4 ++
— Beijerinek | ++H-4FHH+HH B | £ | B | D [ HHEH A
— Vogel ... |||+ |+++H D | D | & | + |+ T
Kontrol ...... oOlo|loiollOoOlOClOIO IO | OO '®)
P01y> Poly.
saccharider Polyvalente Alkoholer pentose
El e Ssgl,E| E| El-8 3 2
£1E 58252288258 5 2 | 28
Bl BB | 2a 844248425 5
<A |2 |B7ET<"aYEY @ [ S
Stamme 5323. |++| + |+ |+ | D | & | |++H + | + P
— Beijerinck [+ + 1 |+ 1D | D | + +H + & O
—Vogel ... |[+H + B |+ || B+ +]| & | O
Kontrol . .. ... olojojolo|ololojo] o | o

Hver Flaske blev podet med en ©se (2 mm i Diameter) i
fysiologisk Kogsaltoplgsning opslemmet, 3 Dage gammel Azo-
tobacterkultur fra Mannit-Agar. Da det allerede ved dette orien-
terende Forseg var af Interesse at finde, om de forskellige
Stammer i det store og hele besidder samme Evne til at drage
Nytte af forskellige Kulstofkilder, anstilledes der tre parallelle
Serier, hver paa tre Flasker af hver Naringsoplesning. Pod-
ningsmaterialet bestod af folgende Stammer: 1) en Stamme,
som rendyrkedes af Jordbundspreve Nr. 5323 fra Statens Plante-
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avls-Laboratorium?); 2) en Stamme fra Beijerinck; 3) en Stamme
fra Vogel; de sidstnzevnte Stammer var godhedsfuldt overladte
mig af Professor Wesfermann.

De med Azofobacter-chroococcum-Stammer podede Flasker
henstode 10 Dage i Termostat ved 29° C. Forsggsresultatet ses
af Tabel 1, hvor |- betyder meget steerk Veekst, -} tydelig
Vekst, & tvivisom Vzkst og O ingen Vakst. Soin tvivlsomme
er betegnet de Tilfelde, hvor der i den ene af de med samme
Kulstofkilde forsynede Flasker (eller eventuelt i begge) kunde
konstateres en svag Hindedannelse?.

Allerede det ovenfor refererede Forseg viser, at Azofobacter
chroococcum i Renkultur har en stor Evne til at udnytte Kul-
“stofkilder af hejst forskellig kemisk Beskaffenhed, hvad der er
af sterste Betydning for denne Bakteries geografiske Udbredelse.
Derimod fremgaar det, at Pentoserne ikke, saaledes som Léh-
nis®) anferer, horer til de for Azotobacter serlig egnede Kulstof-
kilder. Overensstemmelsen mellem de tre anvendte Stammer
i geeringsfysiologisk Henseende er igjnefaldende. Blot hvad
angaar Laktosens Neringsveerdi giver Forseget Anledning til
Tvivl i saa Henseende. Ikke een af de paa langt fra hinanden
adskilte Steder isolerede Stammer har forholdt sig som af
Krainsky* fundet, d. v. s. savnet Evne til at drage Nytte af
Saccharose, Erytrit o. s. v.

Y Laboratoriebestyrer Harald R. Christensen har med storste Bered-
villighed stillet det meste af det her anvendte Undersegningsmateriale til min
Raadighed; herfor saa vel som for den velvillige Interesse, hvormed han har
omfattet mit Arbejde, bringer jeg ham herved min hjerteligste Tak.

%) Det kunde ved forste Gjekast se ud, som om en Kvzlstofbestemmelse
var den sikreste Metode til at afgere, om et Neringsstof kan udnyttes af Azoto-
‘bacter. At dette imidlertid ikke er Tilfazldet, fremgaar af falgende. Azotobac-
ter holder saa godt Hus med sit fra Luften bundne Kvzlstof, at Kvalstofmzeng-
den i en kraftig, 10 Dage gammel Hinde af denne Bakterie fra Overfladen af
Beijerincks Mannitoplesning ved et Forspg blot viste sig at bestaa af 0.0 mg
(jvf. Thjelvar Molér: Ein Beitrag zur Kenntnis des durch Azotobacter fixierten
Stickstoffes. Botaniska notiser for iar 1915. Lund. S.163—177). Den Bakterie-
udvikling, der som isjnefaldende Uklarhed, »Triibung«, er let at iagttage i en
Kulturvedske, lader sig derfor ikke paavise gennem den almlndehgt brugte
Kvelstof bestemmelses-Metode.

%) F. Lohnis: Handbuch der landwirtschaftlichen Bakteriologie. 1910,
S. 685.

Y A. Krainskyg, 1. c.

45%
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Med de Kulstofforbindelser, som i det foregaaende Forseg
gav negative eller tvivlsomme Resultater — og dette geelder
specielt Pentoserne og de 4- og 5-atomige Alkoholer — maatte
Forsoget gentages. Dette skete den 7. Juli 1914 under de
samme Forhold som tidligere. Foruden de tre til Podnings-
materialet benyttede Stammer indfertes endnu to, af hvilke
den ene (Stamme Christensen) blev isoleret paa Statens Plante-
avls-Laboratorinm (modtaget den 27. April 1914) og den anden
isoleredes af mig selv fra Jordbundsprave Nr. 5272. For at
reducere Muligheden af, at den i forrige Forsog konstaterede
svage Azotobacterudvikling skulde fremkaldes af det i Luften
forekommende bundne Kveelstof (Ammoniak), nedsattes For-
segstiden nu til det halve, og Termostaten' opstilledes i et
Lokale, hvor der ikke foregik noget kemisk Laboratoriearbejde.
Efter 5 Dages Forleb viste der sig folgende Resultat:

Tabel 2. Azotobacler chroococcums Evne til at benytte
forskellige Kulstofkilder (Kontrolforsag).

Stamme Stamme Stamme Stamme Stamme
5223 5272 Christensen Beijerinck Vogel
Laktose........... O O O -+ 4+
Arabinose......... QO O o) O
Xylose ............ O O O @) O
Ramnose.......... O O - O o s
Duleit ............ - B -+ 4 4
Adonit............ O O O O O
Erytrit ........... + -+ -+ 4+ —+
‘Inulin . ...l -+ -+ - -+ +
Xylan ... ......... -+ + -+ + +
Cellulose 8-acet. ... O O ®) ) O

Kontrol (Saccharose) + + -+ -+ ++ 4+

Hvad der forst og fremmest er igjnefaldende, er Overens--
stemmelsen mellem de tre af danske Jordbundsprever isolerede
Azotobacter-Stammer. Forsoget bekreefter, at denne Bakterie i
Renkultur ikke i Pentoserne besidder de passende Kulstof-
kilder, som foranledigede Léhnis til at antage, at disse Sukker-
arter, som gennem Pektinstofferne tilfares Jorden i rigelig
Maengde, skulde veaere sarlig egnede dertil. At Pentoserne dog
ikke er fuldsteendig ubrugelige, fremgaar at den Maade, hvor-
paa Stammerne Beijerinck og Vogel forholder sig over for
Ramnose. Parallelismen mellem disse to Stammer er paa-
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faldende i Betragtning af begge Stammers Evne til i nogen
" Grad at udnytte Laktose, og man turde paa Grund heraf vzere
berettiget til at anse dem for identiske. Paa den anden Side
viser der sig en fuldkommen Overensstemmelse mellem de tre
danske Azotobacter-Stammer indbyrdes. Der rejser sig da det
Spergsmaal, om Uligheden mellem disse to Grupper er saa
stor, at den krever en systematisk Sondring af Azotobacter
chroococcum i to Former. Efter mine endnu ikke afsluttede
Undersogelser herom er dette ikke nedvendigt!). En vis lak-
tosespaltende Evne turde findes hos alle @ldre Stammer, idet
der efter al Sandsynlighed under sKulturen« foregaar en For-
skydning af den enzymatiske Evne. Det er snarere over-
raskende, at Forandringen af Enzymvirksomheden ikke straek-
ker sig lmengere, end det har vist sig i de to Forseg; man
kunde vente, at en Afvigelse paa eet Punkt medforte, at Spalt-
ningsevnen sndredes paa flere Punkter. Stammerne Beijerinck
og Vogels Forhold over for Ramnose afgiver ikke nogen
Stotte for en saadan Antagelse. De af mig udforte Geerings-
forseg geor det sandsynligt, at Azofobacter chroococcum er et,
systematisk set, specielt ensartet Begreb: de undersegte danske |
Stammer horer til samme Form, som sikkert ogsaa er identisk
med den »mellemeuropaiskes.

Da Cellobiose og Glykose, der begge er Spaltningsproduk-
ter af Cellulose, har vist sig at vaere fortreffelige Kulstof-
kilder for Azofobacter chroococcum, ligger det antageligt neer,
at denne Bakterie maaske gennem Enzymproduktion kan drage
Nytte af de i Jorden i sterste Udstreekning forekommende
Polysaccharider. Cellulose 8-acetat, som faas gennem Cellulosens
Nedbrydning ved den kemiske Fremstilling af Cellobiose, kunde,
som det fremgaar af Tabel 1, ikke udnyttes af Azotobacfer
chroococcum. Dette hindrer dog ikke, at der hos denne Bak-
terie kan findes cellulosespaltende Enzymer, efter som Cellulo-
sernes Arbejdsmaade endnu er temmelig, for ikke at sige helt,
uoplyst. \

1) Prof. Beijerinck har overladt Serumlaboratoriet en Azotobacter-Stamime
med stor Evne til at udnytte Laktose. Om denne Stamme skal opfattes som
en selvstaendig Azotobacter chroococcum-Form, har det ikke varet mig muligt
at afgere.
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Da den i det foregaaende benyttede Metode paa Grund af
Cellulosens Uoplaselighed ikke lod sig. anvende, benyttedes
folgende Fremgangsmaade: Kemisk ren Cellulose fremstilledes
gennem en Faldning med HCl af en ammoniakholdig Kobber-
karbonatoplesning, hvori det reneste Filtrerpapir oplestes fuld-
steendigt. Efter gentagne Dekanteringer og 3 Dogns Dialyse i
rindende Ledningsvand (tilsidst Aqua destillata) fik jeg et Pro-
dukt, som ikke gav Spor af Reaktion over for AgNO,, og som
ikke heller indeholdt noget Cu (konstateret ved Flammereak-
tion). Med denne fxldede, kemisk rene Cellulose fremstilledes
" Cellulose-Agar efter Mc Beth og Scales'), og efter at dette Pro-
dukt var blevet steriliseret paa samme Maade som i det fore-
gaaende Forseg, fordeltes det i Petri-Skaale. Til Agaren i tre
af de seks ved Forseget anvendte Skaale sattes 1 pCt. af hen-

holdsvis Cellobiose, Glykose og Mannit, og paa det sterknede
 Substrat anlagdes Stregkulturer med A. chroococcum (Stamme
Nr. 5328). Efter 5 Dages Ophold i Termostat ved 29° C. viste
det sig, at der var indtraadt kraftig Vakst i de Skaale, hvor
de opleselige Kulhydrater var blevet tilsatte, medens de evrige
saavel makroskopisk som mikroskopisk var uforandrede. Efter
yderligere 15 Dages Opbevaring i Stuetemperatur havde Azoto-
bacter antaget sin typiske brunsorte Farve og blev nu foto-
graferet. Nogen cellulosespaltende Evne turde denne kvalstof-
bindende Bakterie, efter hvad Forsaget har udvist, ikke besidde.

Da de udferte Geeringsforseg har vist, at Azolobacter chroo-
coccum maa opfattes som en seerdeles vel afgranset Art, er det
af Interesse at sammenligne den med andre Bakterieformer, der er
blevet regnede til samme Slegt. Jeg indskrenkede fra Begyn-
delsen af min Opgave til en Sammenligning mellem A. chroo-
- coccum paa den ene Side og A. Bejjerincki, A. Winelandii. og
A. agile paa den anden Side. Da de to sidstnsevnte Arter ud-
skiller det af dem producerede Farvestof til deres Omgivelse,
synes dette at tyde paa en Stofomszining af hel anden Art og
tillige at forudsmtte en Enzymvirksomhed, som er afvigende
fra Azotobacter chroococcums. A. Beijerincki danner ikke noget
Farvestof og skulde egentlig blot heri adskille sig fra A. chroo-
coccum. Dens Opdager, Lipmnan, angiver endog at have isoleret

Y} J. G. Mc Beth and F. M. Scales: The Destruction of Cellulosa by Bac-
teria. Wash, 1913.
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den fra en Raakultur, som stammede fra Jord i Landbohgj-
skolens Have i Keobenhavn. Imidlertid synes A. Beijerinckis
Eksistens markeligt nok ikke at veere hsevet over enhver Tvivl.
Blandt det meget store Antal Azotobacter-Stammer,.jeg har un-
dersegt i henholdsvis Raa- og Renkultur, og som hidrerer fra
forskellige Egne i Danmark, er del ikke lykkedes at finde
nogen Form, som ikke for eller senere antog en brunsort
Farve. Under Arbejdet med disse Undersegelser indgik der til
Serumlaboratoriet fra Kraals Laboratorium i Wien en Bakterie
under Navn af A. Beijerincki; det viste sig imidlertid (den 20.

Fig. 1. Stregkulturer af Azotobacter chroococcum. I Petri-Skaalen til venstre
kun Cellulose-Agar; til hajre Cellulose-Agar + 1 pCt. Cellobiose.

Juni 1914), at det ikke var andet end en sporebzrende Form
af Bacterium Megaterium-Typen, der i Udseende mindede om
en Azotobacter. Paa Grund af den under Verdenskrigen vanske-
lige Forbindelse med Amerika henvendte Serumlaboratoriets
Direkter, Prof., Dr. C. O. Jensen sig til Prof. Beijerinck i Delft,
der dog vel turde formodes at maatte veere i Besiddelse af den
efter ham opkaldte Art. Den af Prof. Beijerinck i den Anled-
ning indsendte Bakterie var ligeledes en Megateriumform! I en
skriftlig Meddelelse siger han selv, at den Bakterie, som han
havde modtaget fra Léhnis, »sandsynligvis har veeret B. mega-
terium, og om Kvelstofbinding er der naturligvis ikke Tale«.
Da Azotobacter Beijerinckis Eksistens saaledes endnu maa
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siges at vere underkastet Tvivl, opererede jeg ved mine sam-
menlignende Forseg udelukkende med A. chroococcum, A. Wine-
landii og A. agile. Forsegene iverksattes (den 20. Oktober 1914)
paa folgende Maade: 10 cm® af de respektive Neeringsoplos-
ninger (2 pCt.) afpipetteredes i 20 cm?®-Flasker. Disse under-
sogtes efter 10 Dages Henstand i Termostat (28° C.) med
folgende Resultat: '

Tabel 3. Sammenligning mellem Garingsevnen
hos Azotobacter-Arterne.

A. chroococcum A, Winelandii A. agile

Fruktose ....... e —+-+ 4+ ++
Galaktose............. +- “+-+ -
Glykose .............. +-- ‘ 4+ 44
Mannose.............. 4+ +4 4+
Arabinose ............ O -+ -+
Xylose .....ovvvin.n. o) + +
Ramnose ............. & -+ -+
Laktose .............. O —++ ++
Maltose .............. +4+ 4+ 4+
Saccharose............ 4+ -+ 4+
Cellobiose ............ 4+ +-+ 4
Raffinose . ............ —++ ++ ++
Amylum (solubile)..... +-+ + +
Inalin. ............... -+ -+ +
Dextrin .............. —+ -+ -+
Glycerin.............. -+ + -+
Erytrit............... & —+-t +41
Adonit ............... O @) O
Duleit ............... -+ -+ +
Mannit............... ++ 4+ . +-+
Xylan.......... PR —+ + +
Amygdalin............ O @) @)
Glykogen ............. O O @)
Kontrol (ikke podet)... O @) '®)

I hojeste Grad iejnefaldende er Overensstemmelsen i Gee-
ringsevne hos A. Winelandii og A. agile.

Mine Resultater frembyder paa dette Punkt en Bekraftelse
af Léhnis’ og Westermanns') Anskuelse, at 'A. Winelandii, som
efter Lipman skal vare sterkt udbredt i dyrket Jord i Amerika
(New Jersey), er identisk med A. agile, som Beijerinck stedte

Y) F. Léhnis und T. Westermann: Ueber stickstofffixierende Bakterien. IV.
Centralbl. f. Bakt, II. Bd. 22. S. 234—254.
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paa i en Kanal i Delft. Den amerikanske og europ=iske »>Artsc
Samherighed sandsynliggeres ogsaa -derved, at det Farvestof,
~som fra Bakterielegemerne diffunderer ud i Naeringsvaedskerne,
fremviser de samme fysiske og kemiske Egenskaber. Mine
Undersogelser afgiver ingen Stette for Lipmans Angivelse af,
at Farvestoffet hos A. Winelandii skulde udmerke sig ved en
serlig gulred Tone: en saadan viste sig nemlig i gamle Kul-
turer af begge »Arterne«. Hverken en orienterende spektro-
skopisk Undersogelse af Farvestoffet’) eller dettes ensartede
Kvelstofindhold?) afgiver noget Holdepunkt for den Antagelse,
at de to »Arter« ikke skulde here til samme systematiske
Enhed. )

Sammenligner vi nu Geeringsevnen hos A. agile-Winelandit
paa den ene Side med Geringsevnen hos A. chroococcum paa
den anden Side (Tabel 3), ser vi, at Ligheden er umiskendelig.
Pentoserne synes imidlertid at veere adskilligt lettere tilgenge-
lige for den forste af de to Arter end for den sidste. Seerlig .
paafaldende er dog A. aigle-Winelandiis Udnyttelse af Laktose
og Erytrit; kun Stivelse og Inulin synes bedre egnede til at
deekke A. chroococcums Kulstofbehov. Da Laktose ikke (i det
mindste under visse Betingelser) er utilgeengelig for A. chroo-
coccum, og ligeledes Erytrit i nogen Grad turde kunne udnyttes
af den, er Forskellen mellem denne Art og A. agile-Winelandii
ikke storre end, at man ogsaa geeringsfysiologisk maa anse det
for rigtigt at henfere dem begge til samme Slegt, Azotobacter,
hvilket Beijerinck ogsaa allerede har gjort af morfologiske
Grunde.

Gennem Beijerincks i sin Enkelhed geniale Ophobnings-
metode har man faaet et Middel til let at forvisse sig om
Forekomsten af Azofobacter chroococcum i forskellige Jorder.
Man behover blot til Beijjerincks Mannitoplesning (2 pCt. Mannit
+ 0.2 pCt. K,HPO,) at swtte nogle Gram af den Jord, som
skal underseges. Indeholder Jorden Azotobacter chroococcum,
saa udvikler denne Bakterie sig allerede i Lebet af et Par Dage
i en Hinde paa Overfladen af Mannitoplesningen, hvis Kulitu-
rerne opbevares ved den kvelstofbindende Organismes Optimal-

'} Mine Undersagelser over Azotobacter-Farvestoffets Natur vil der blive
gjort Rede for i en seerlig Meddelelse.
% Jvt. Molér, 1. c., Side 175,
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temperatur, 25—29° C. Forekomsten af Azotobacler chroococcum
staar i ngjeste Sammenhang med Jordens Reaktion og Indheld
af basiske Stoffer. De videst gaaende Undersogelser over For-
bindelsen mellem Azotobacters Forekomst og Jordens Reaktion
og Basicitet er blevet udferte af Harald R. Chrisiensen'); de re-
sulterede i hans i praktisk Henseende betydningsfulde Metode
til Konstatering af Jordens Kalkirang.

Om nogen anden Azotobacterart end A. chroococcum fore-
kommer i den danske Mikroflora, er et Speorgsmaal af lige sad
stor teoretisk som praktisk Interesse. En seerlig Betydning
maatte det nemlig have, om A. agile-Winelandii blev fundet her,
da denne Art ved sin storre kvelstofbindende Evne og sin Egen-
skab: at kunne udskille opleselige Kvalstofforbindelser, maa
betragtes som okonomisk fordelagtigere. Ved Konstateringen
af A. chroococcums Forekomst gennem Podning af Beijerincks
Mannitoplesning med Jord foreligger der utvivlsomt den Mulig-
. hed, at denne Bakterie tager i den Grad Overhaand, at andre
Arter ikke kan udvikle sig. For at undgaa dette og prove, om
A. agile-Winelandii kunde findes, benyttede jeg mig af denne
Arts fra A. chroococcum afvigende Geringsevne. Ved at erstatte
Mannit med Laktose og Erytrit (jvf. Tabel 4) bliver A. chroo-
coccum holdt tilbage, saa at A. agile-Winelandii, hvis den fin-
des, faar Lejlighed til at udvikle sig. Et saadant Forseg ud-
fortes den 12. Marts 1915 med 34 friske Jordbundsprever fra
forskellige Dele af Landet, som jeg modtog fra Statens Plante-
avls-Laboratorium. Under sterile Kauteler sattes 5 g af hver
Jordbundspreve til 50 em?® steril Neeringsoplesning (1 pCt. Man-
nit - 0.0z pCt. K,HPO_; Ledningsvand) og blev 10 Dage deri.
Efter denne Tids Forleb var der i en Del af Kulturerne ind-
traadt meget kraftig Vekst; for Sammenlignings og Kontrols
Skyld var en Prove af hver Jord blevet overfert i Mannit og
Ramnose. Da imidlertid en saa stor Mzngde som 5 g Jord
kunde tenkes at indebolde tilstreekkelis meget afl opleseligt
Kvalstof til Udvikling af ikke-kvelstofsamlende Bakterier,
foretoges en Omstikning af Kulturerne til frisk, steril Neerings-

') Harald R. Christensen: Nyere Principper i Jordbundsforskningen (Af-
snittet: Undersogelser over Arzotobacter chroococcums Forekomst og Udbredelse
i danske Jorder), Tidsskrift for Landbrugets Planteavl, 13. Bind, 1906, og i
Studier over Jordbundsbeskaffenhedens Indflydelse paa Bakterielivet og Stof-
oms#etningen i Jordbunden, Tidsskrift for Planteavl, 21. Bind, 1914.
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Tabel 4. Azotobacters Forekomst i forskellige Jordprever.

. Udvikling af “

3 Azotobacter ©

g Reakti =

,§ Jordbundsprove eaktion - & I .

paa © o Anmerkninger

2 fra L @ © gl g

2 akmus || = 3] 2 | 2 |l8w 8

3 S E|l S| &lgE¢s

g 5 5% BIEEs

< 2l |2 sg

1 | Frenderup, Stege ..... neutral + 10101+ e / Irzlgen I;Imde-
b = neutral |44 O | = | 4| e1 [\ dannelse

3 — — .. neutral OO0 10| 0O —_

4 — — e neutral 10100 — I Skimmelsvamp-
5 | Horsens, Skerping .... | sur 1O 0|01 — \ Hyfer.il

6 — —  ....svagtsur | O OO | O | — do.

7 | Eskebjerg, Sveholle ... {svagt sur || O | O | O | O — do.

8 — — coofisvagtsur | O | O 1 O 1 O || — do.

9 — — .o sterktsurl O | OO 1O | — do.
10 — —_ ... sterktsur| Ol O 1 O | O — do.

11 | Manderup, Skibby ....||svagt alk.| 4++ O 1 O | O] m
12 — — alkalisk |+ O 1 O | O| m

13 — — svagt alk. -4+ O |+ | O | ml
14 — — . svagt alk. |4+ O 1 O | O
15 | Stureby, Praesto ...... |svagt alk.ij-++4| O | + O
16 — — fsteerkt alke)-H4-|+4+' -+ O :

17 | Holbzek Slot, Holbzk. . || neutral O10:0!'0 ‘
18 | Torbenfeldt, Merkev .. || neutral O, 0, 0|0
19 — — L svagtalk. [ -+ O | O O
20 — — .. | neutral + .+ 41+
21 — —  ..| svagt alk.|+41++4i++|++ mrle
22 | Lavenborg, Regstrup .. |sterktsury O | O | O | O
23 — — .. | alkalisk |-+ O 44| O
24 — — ..|isvagt alk. |-++ 44| 4+ | 4+

95 — —  ..lsar |00 |0
26 | Mosegaard, Storehedinge || steerktalk+-+|+4| + | - Meget svag Veekst i e
27 — — svagt alk. |-H-+\++| + | + do.
28 — — svagt alk., + (++++-++ Kraftig Vaekst i 1
29 | Gislingeborg, Gislinge . . || sterktalkj++| O | O | O
30 — — .. ||sterktalk)+—4+ O | O | O

31 — — ..||sterktalkj++| O | O | O

32 | Flinterupgaard, Fuglede || alkalisk |- O | O | O

33 | Ugledige, Mern ....... svagt alk.| O 1 O | O | O Jordproven ind-
84 | Gottrup, Humlum . ... | alkalisk + | O |[++|++ torret; ca. 5 Aar
35 | Halle (Tyskland)...... alkalisk |-+ + |-+-+| + ||mrle A gammel!

oplesning. Efter 5 Dages Ophold i Termostat (28° C.) foretoges
mikroskopisk Undersagelse af hver Kolbe, og det konstateredes,
om der havde udviklet sig Azotobacter eller andre Mikroorga-
‘nismer. Da jeg tidligere har iagttaget, at der i Raakulturer kan
opireede Ampgber, som truer de kvezlstofsamlende Bakteriers
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Eksistens, blev disse Protozoers Forekomst anmerket i hvert
enkelt Tilfelde.

_ Allerede et flygtigt Blik paa Tabel 4 afgiver en kraftig
Stette for den af Harald R. Christensen (1. ¢.) opgivne Forbindelse
mellem Azotobacters Forekomst og Jordens Basicitet. I sure
Jorder synes overhovedet ingen Azotobacterform at komme til
Udvikling. I fem af de undersegte Jordprever (No. 3, 4, 17,
18, 33) med neutral-sv. alkalisk Reaktion fandtes der ikke Azoto-
bacter. Anledningen hertil maa ikke seges i, at disse Jorder
ikke var tjenlige til Udvikling af Azotobacter, men Forklaringen
maa vere al spredningsbiologisk Natur. At dette virkelig er
Tilfeldet, fremgaar af, at alle disse Jordprever ved Podning
efter Harald R. Christensens Metode foranledigede Azotobacter-
udvikling. Sterst Interesse i Forseget frembyder imidlertid de
Jordprever, som viste kraftig Azotobacterudvikling i Ramnose
og Laktose, eventuelt Erytrit, idet Muligheden for i dem at
forefinde A. agile- Winelandii eller nye kveaelstofbindende Bakterie-
arter her ikke var ringe. Til narmere Undersogelse viste det
sig bedst at overfore de paagmldende Bakterier paa fast Sub-
strat. Den hertil anvendte Agar rensedes paa folgende Maade:
Til en meettet Oplosning af almindelig Agar i nydestilleret Vand
blev der sat saa store Maengder Sulfas magnesicus (i Substans),
at Hovedmassen af Agar ved Afkeling udfeldedes som fine
Fnug. Efter Filtrering og omhyggelig Udvaskning med 30—40°
destilleret Vand gentoges samme Behandling endnu en Gang.
Det nu fremkomne Produkt oplestes og feeldedes dernszest med
Alkohol (96 pCt.). Efter Filtrering og Udvaskning med ren
Alkohol fremkom der et snehvidt Produkt, som anvendtes
efter Torring og afgav et fuldsteendig vandklart Substrat, Efter
Tilseetning af 1 pCt. henholdsvis Mannit, Ramnose, Laktose og
Erytrit blev der i almindelige Prover fremstillet Skraa-Agar.
Ved Podning med Renkultur af Azetobacter chroococcum viste
det sig, at der paa Mannitsubstrat ikke fandt nogen Udvikling
af denne Organisme Sted, naar dette tilberedtes med destilleret
Vand.

Om dette skal tilskrives Manglen paa uundgaaelige, mini-
male Mzngder af bundet Kvalstof, eller at nogle nedvendige
Mineralsalte fattedes, kunde ikke bestemt afgeres. Ved at er-
statte det destillerede Vand med almindeligt Ledningsvand frem
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kom der imidlertid et godt Neringssubsirat for Azofobacter
<chraococcum.

Da en Undersogelse af Tabel 4 viste, at der i syv af de
undersagte Jordbundsprever (20, 21, 24, 26, 27, 28, 35) ud-
vikledes Azotobacter uden Hensyn til Kulstofkildernes kemiske
Beskaffenhed, underkastedes to af dem (21 og 28) Spredning
paa de respektive Agar-Substrater. I Nr. 21 havde Udviklingen
tilsyneladende veeret lige kraftig i alle Neeringsoplesninger, i
Nr. 28 svagere i Mannit end i de evrige. Trods gentagne Spred-
ninger i Petri-Skaale (April og Maj 1915) og Udtagning af »mis-
teenkte« Kolonier kunde der dog ikke eftervises nogen anden
Azotobacterart end A. chroococcum med mere eller mindre
sterk Pigmentering. A. agile-Winelandii blev lige saa lidt
konstateret i disse to Prover som i nogen af de gvrige, hvor
en Udvikling fandt Sted i Laktose. Men hvorledes skal vi for-
klare den svagere Udvikling af Azotobacter chroococcum i Man-
nit end i Laktose ved Nr. 28 og 34? Enten har vi her at gore
med den »Laktose-Azotobacter<, som Beijerinck endnu ikke har
beskrevet nzrmere, eller ogsaa kan den sterke Udvikling i
Laktose forklares gennem en Symbiose eller Metabiose, som
den typiske Azofobacter chroococcum i de paagzldende Raa-
kulturer har indgaaet med andre Mikroorganismer.

Den foran refererede Undersogelse er blevet udfert paa Den kgl
Veterinzer- og Landbohajskoles Serumlaboratorium. Til -Laboratoriets
Chef, Hr. Prof., Dr. med. C. O. Jensen, staar jeg i den sterste Taknem-
melighedsgzeld saavel for Bistand med Raad og Daad ved Arbejdet
som for den Velvilje, han stedse har vist mig.



