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Lige siden det af Beijerinck (1888) blev paavist, at Belg-
planternes Evne til at udnytte Atmosfeerens frie Kvelstof og
overfare det i bundei Form er betinget af visse i Rodknoldene
forekommende Bakterier, er der i Litteraturen fremkommet et
overvaeldende Antal Arbejder vedrgrende disse »Knoldbakterier«
og deres Biologi, der synes at frembyde Problemer af hidtil
uanet Karakter. Ikke alene i videnskabelig Henseende men
ogsaa for det praktiske Landbrug har disse Undersegelser veaeret
af den storste Betydning, idet det har vist sig, at Knold-
bakterierne underiiden ganske mangler eller kun forekommer
ret sparsomt i Jordbunden, saaledes at Knolddannelsen og
Kvezlstofbindingen nedsaties meget betydeligt eller udebliver
totalt. For under saadanne Forhold at opnaa tilfredsstillende
Udbytte af Belgplantedyrkningen er det nedvendigt at tilfore
Jorden de manglende Bakterier, der til dette Formaal for-
handles som seerlige Kulturer (»Nitraginc, »Azotogenc<), der
tilfores Freoet umiddelbart for Udsaaningen.

Saafremt der ikke foreligger swrlige Forhold, indeholder
danske Agerjorder som Regel tilstreekkelig mange Kneldbaklerier
for saadanne Belgplantearter, der har veeret dyrket her i Lan-
det i Aarhundreder (&Ert, Vikke, Klover, Benne o.s. v.). For
Lucerne og Humleagtig Sneglebzlg er Forholdet derimod et
andet, idet den paagmldende Bakterieart, der er fwmlles for de
to ovenneevnte Kuliurplanter, ikke altid synes at forekomme i
tilstreek kelig M=ngde i danske Agerjorder, hvorfor det tilraades
at tilfere Jorden denne specielle Bakterie sammen med Ud-
seden. — Dette sker bedst ved Podning med s=rlige Bakterie-
kulturer (»Bakteriekulturer til Lucerne«), der er blevet frem-
stillet paa Statens Planteavls-Laboratorium siden 1910
(siden 1922 ogsaa af forskellige private Laboratorier). Stam-
kulturer til dette Formaal isoleres hvert Aar direkte fra friske
Rodknolde og rendyrkes videre i Reagensglas paa et dertil
egnet Neeringssubstirat (»Nitragin-Agar<), der fra Laboratoriet
afgives til videre Forhandling eller udsendes direkte til For-
brugerne.

Da et gunstigt Resultat at Lucernedyrkningen i ikke ringe
Grad er betinget af det anvendte Podemiddels Kvalitet, er det
selvsagt ‘af den sterste Betydning, at de fra Rodknoldene ren-
dyrkede Baklierier underkastes en indgaaende Undersggelse, inden
de anvendes som »Stamkulturer« til Fremstilling af de i Han-
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delen verende Nitragin-Preeparater. Bealgplanternes Rodknolde
indeholder nemlig foruden de specifike Knoldbakterier tillige
en rig Mikroflora af forskellige andre Bakieriearter, der kun
undtagelsesvis vil kunne genkendes eller bestemmes ved en
simpel mikroskopisk Underspgelse. En sarlig Fare frembyder
en lille stavformet Bakterie, Bacterium radiobacter, der er over-
ordentlig almindelig i Rodknoldene men ganske uden Evne til
selv at fremkalde Knolddannelse. Muligheden for en Forveksling
af Knoldbakterierne med sidstnsevnte Bakterieart hidrerer ikke
alene fra en vidigaaende Overensstemmelse med Hensyn til
morfologiske og kulturelle Karaktertreek, men begunstiges tillige
af den Omstendighed, at begge de paagwldende Bakteriearter,
Knoldbakterier saa vel som Bacterium radiobacter, er i Besid-
delse af steerkt forslimede Celleveegge, der vanskeligger en effek-
tiv Adskillelse af de i Rodknoldene forekommende Bakterie-
konglomerater. Der vil derfor let kunne indireede det Tilfzelde,
at en tilsyneladende ren Koloni af Knoldbakterier indehol-
der et forholdsvis ringe Antal Celler af Bacterium radiobacter,
der efter flere paa hinanden folgende Overpodninger i Rea-
gensglas efterhaanden helt eller delvis vil kupne forfrzenge
de oprindeligt dominerende Knoldbakterier, uden at dette vil
kunne paavises ved en mikroskopisk Undersagelse af den paa-
geldende Kultur, hvis Veerdi som Podemiddel aftager i samme
Forhold som Bacferinm radiobacter bliver dominerende i Bak-
teriekulturen. I szerlige Tilfzelde vil Knoldbakierierne endog for-
treenges totalt, saaledes at Kulturen nu er fuldsteendig verdiles
som Podemiddel.

Skent man allerede paa et tidligt Tidspunkt har haft sin
Opmaerksomhed henvendt paa denne Fare og erkendt Betyd-
ningen af en sikker og hurtig Differentialdiagnose mellem Bac-
terium radiobacter og de forskellige Grupper af Knoldbakterier,
volder Problemet stadig nogen Vanskelighed ved Fremstillingen
af Nitragin-Kulturer. Spergsmaalet har derfor veret taget op
til en samlei Undersogelse paa Statens Planteavls-Labora-
torium, idet Bestrbelserne dels har veeret henvendt paa
Differentialdiagnosen mellem Lucernebakterier og Bacterium
radiobacter, dels paa Forekomsten af forskellige »Typer« af
Lucernebakterier udvisende indbyrdes Forskelligheder med Hen-
syn til kulturelle og serologiske Karaktertrsek, men dog alle
knyttet sammen ved deres Evne til at fremkalde kvzelstof-
bindende Knolde paa Redderne af Lucerne.
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I. Rendyrkning og lIdentificering af Stamkulturer.

Til den grundlseggende Rendyrkning anvendes bedst unge,
friske Rodknolde. De renses forst mekanisk ved kraftig Afbarst-
ning under rindende Vand; derpaa kortvarig Behandling med
Sublimatvand (2 °/w), Afskylning i sterilt Vand og hurtig Ud-
vaskning i 96 %6 Alkohol (!/=—1 Min.), der sluttelig fjernes ved
hurtig Afbrending over en svag Gasflamme. Den saaledes
steriliserede Rodknold bringes derefter over i en steril Petri-
skaal med nogle Draaber steril, fysiologisk Kogsaltoplesning,
hvorpaa den gennemskeeres og udgnides i Veaesken, saaledes at
denne antager en svag malket Karakter. Spredningen foretages
paa sedvanlig Vis (5—6 Fortyndingsgrader) i et Gelatinesubstrat
af felgende Sammensgetning:

Ekstrakt af Lucernekimplanter?)...... ca. 150 cm?
Glukose (Teknisk Druesukker).......... . HWog
Sekundert Kaliumfosfat.................. log
Slemmet Kridt ............ ... ........... S50 ¢
Gelatine............. ... .. .. ool 1500 g
Ledningsvand ............ ... ... . ...... 700 cm?

Efter 20 Minutters Kogning tilsmites en pisket Aggehvide, hvor-
efter Substratet filtreres gennem Foldefilter og fordeles i bomuldsluk-
kede Reagensglas, der steriliseres ved '/ Times Opvarmning i strem-
mende Vanddamp i tre paa hinanden feigende Dage.

Saafremt den ydre Sterilisering af Rodknoldene er foretaget
omhyggeligt, vil Spredningen efter 5—6 Dages Forlsb over-
vejende bestaa af Knoldbakterier, der fremireeder som punkt-

') Fremstilling af Kimplante-Ekstrakt: Dyrkningen af Kimplanterne fore-
gaar i dybe, glasserede Lerfade indeholdende rent, vandmzettet Sand, der er
deekket af et tyndt Lag (ca. 0.5 cm) slemmet Kridt. Freene udsaas i saa stor
Mzngde, at de danner et tykt, sammenhesngende Lag over hele Sandfladen.
Under gunstige Betingelser (ved 25° C, regelmessig Vanding og senere rigelig
Tilgang af Lys) forlober Spiringen meget hurtigt, saaledes at de fremkomne
Kimplanter allerede efter nogle Dages Forleb danner e¢n tzt sammenhen-
gende Bevoksning paa 5—6 em Hejde, der let fjernes fra det underliggende
Sandlag. Efter Udpresning i en Frugtpresse og Frafiltrering af det uopleste
Plantemateriale hzldes den klare, granlige Planteekstrakt paa bomuldslukkede
Kogekolber og steriliseres ved Autoklavering. — Efter nogen Tids Henstand
fremkommer ofte et voluminest Bundfald, der inden Brugen let fjernes ved
Filtrering gennem vandsugende Bomuld.

Til hver Liter af ovennzvnte Gelatinesubstrat benyttes en Ekstraktmzng-
de svarende til 4 g Tarstof, d. v. s. ca. 100—150 cm® af den vandige Ekstrakt.
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formede eller kredsrunde, graalige, helrandede, fint granulerede
Kolonier med meget langsom skaal- eller kraterformet Smelt-
ning, der som Regel forst bliver tydelig efter 8-—10 Dages
Forlgb (Fig. 1).

~ Overpodningen fra velisolerede Kolonier og den videre
Rendyrkning af Stamkulturerne foregaar bedst paa felgende
Substrat:

Kimplante-Ekstrakt................. 150 cm?
Teknisk Druesukker................ 100 g
Asparagin ... e 0 g
Sekundeert Kalinmfosfat............ O g
Slemmet Kridt ..................... 100 g
AGAT ..o 200 g
Ledningsvand ...................... 800 cm®

Efter at Agaren er oplest i den angivne Vandmeaengde, tilswsttes
Kimplante-Ekstrakten samt-Kalinmfosfat og Asparagin. Derefter yder-
ligere /2 Times Kogning og siuttelig Tilsetning af Druesukker og Kridt.
Ingen Filtrering og ingen speciel Indstilling af Reaktionen, der paa
Grund af Substratets Indhold af Kalciumkarbonat og sekundzert Kalium-
fosfat vil vezere tydelig alkalisk. — Efter Fordeling paa bomuldslukkede
Reagensglas steriliseres ved Autoklavering (120 ° C i 20 Min.).

Ved Dyrkning paa ovennsvnte Neeringssubstrat, der i det
folgende kort betegnes som »Nitragin-Agar«, udviser Kultu-
rerne efter et Par Dages Henstand en stearinlignende, fuglig-
slimet Belwegning, der eflerhaanden glider ned ad Agarfladen
og samles i Glassets nedre Del som en homogen, hvidlig
Bakteriemasse (»Kondensvandsbeleegning<), der ved en mikro-
skopisk Undersegelse viser sig at bestaa af korle, livligt bevaege-
lige Smaastave, der senere gaar over i et ubevsegeligt Udviklings-
stadinm bestaaende af leengere, slankere Stavformer (Fig. 3, 4 og
5). Udviser den mikroskopiske Undersogelse ikke dette Billede,
der igvrigt er fxlles for saavel Knoldbakterier som Bacterinm
radiobacter og beslegtede Former, hor den paageeldende Kultur
straks kasseres uden yderligere Undersogelse. Bestaar Kulturen
derimod denne forelobige Prove, renses den yderligere 1--2
Gange ved fornyet Spredning i Nitragin-Gelatine, hvorefter man
med nogenlunde Sikkerhed ter gaa ud fra, at Kulturen nu er
befriet for enhver Indblanding af fremmede Bakterier og tjenlig
til at underkastes det nedenfor beskrevne Podningsforseg, hvis
Resultat er absolut afgerende for Kulturens Anvendelighed til
Nitraginfremstilling.
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Podningsforseget udfares i Laboratoriet under Anvendelse af sterile
Lucerneplanter, der dyrkes i Reagensglas indeholdende et syntetisk,
kveelstoffrit Agarsubstrat af felgende Sammensatning:

Sekundert Kalinmfosfat............. 5 g
Magniumsualfat. ...................... 12 g
Natriumklorid ....................... 02 g
Ferrifosfat........................... 1o g
Normalt Kalciumfosfat .............. 20 g
Ferriklorid, 10°o Oplagsning ......... 3--4 Draaber
Agar . ... lo g
Ledningsvand ....................... 1 Liter

Substratet fordeles paa heje Reagensglas (18 >< 25 cm) og autokla-
veres ved 120° C. i 15 Minutter.

De til Podningsforsaget hestemte Fra steriliseres ved Afskylning
i 96° Alkohol (ca. 1 Min.), kortvarig Behandling med 2% Sublimat-
vand og sluttelig Afskylning i 4—5 Hold sterilt Vand. I hvert Reagens-
glas udsaas 2--4 af de saaledes steriliserede Fro, der forsigtigt anbrin-
ges paa Agarfladen ved Hjeelp af en udgledet Platingsken. For at
beskyite Redderne mod Lys omvikles den nederste Halvdel af Glassene
med hvidt Papir, hvorefter de henstilles under gunstigst mulige Tem-
peratur- og Belysningsforhold (i Sydvindue eller Drivhus).

Spiringen paa Agarfladen forlgber normalt, og allerede efter ca.
3 Ugers Forleb vil de unge Planter, der nu har opnaaet en Hojde paa
10—12 cm, veere tjenlige til Podning. — Denne udfares lettest ved at
udgnide en ringe Mzngde af Bakteriebelsegningen fra en ung Agarkuliur
omkring Planlens Rodhals samt i det tynde Veeskelag mellem Agar-
substratet og Glassets indre Veeg. Under gunstige Betingelser iagttages
allerede efter 5—7 Dages Forleb de ferste Tegn til Knolddannelse i
Form af en ensidet udviklet, lokal Opsvolmning af de yngre Rodgrene,
der i Lebet af nogle Dage udvikles til typiske Rodknolde.

I Tilfeelde af positivt Resultat af Podningsforseget er den
paageldende Bakteriestamme hermed paa fyldestgorende Maade
identificeret som en Lucernebakierie. Omvendt kan et negativt
Resultat dog ikke betragtes som endeligt afgerende, idet Knold-
dannelsen ikke alene afhzenger af den til Forseget benyttede
Bakteriestamme men tillige er betinget af saavel Plantens
Udviklingsgrad som af de forhaandenveerende Dyrkningsbetin-
gelser. Ultilfredsstillende Belysningsforhold samt Anvendelse af
daarligt udviklede Planter eller aldre Planter uden unge Rod-
grene medforer ofte et negativt Resuliat, selv naar Forseget
udfgres med fuldt paalidelige Bakleriestammer, der ander opti-
male Forsegshetingelser giver normal Knoldudvikling, Forseget
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maa derfor altid udferes med mindst 2 Parallelglas og om
fornadent gentages under zndrede ydre Betingelser.

Naar en Bakteriestammes Evne til Knolddannelse er gen-
nemprovet med positivt Resultat, overferes den i steril Jord,
idet Bakterierne i dette naturlige Substrat bevarer deres Vitalitet
og Evne til Knolddannelse usvaekket gennem et praktisk talt
ubegrenset Tidsrum. ’

Til ovennavnte Formaal anvendes bedst en frugthar Havejord
med Tilsetning af 0.5°% Mannit og 0s5°%e Kalciumkarbonat. Efter at
veere gennemfugtet med destilleret Vand til en passende Fugtighedsgrad
(ca. 60 %0 af Vandkapaciteten) fordeles Jorden i veltillukkede Freuden-
reichskolber (ca. 25 g i hver), der autoklaveres i 2 Timer ved 120° C.

Knoldbakteriernes Vaekst i disse Jordkulturer foregaar ret hur-
tigt, saaledes at hele Jordportionen normalt er gennemvokset allerede
efter 2—3 Dages Forleb. Saafremt der kun anvendes Kolber med vel-
tilpasset Glashatte (Normalslibning maa foretraekkes), kan disse Kul-
turer opbevares ca. 1—2 Aar ved Stuetemperatur, uden at Fugligheds-
forholdet i Kolberne undergaar nogen vasentlig Andring. Men selv i
«eldre, ganske udterrede Jordkulturer treffes endnu et meget stort An-
tal levende Bakterieceller, der hurtigt kommer til Udvikling, naar en
ringe Meengde af de indterrede Jordpartikler overfares til en frisk Agar-
flade. — Fordelen ved Anvendelse af saadanne Jordkulturer ligger i
en betydelig Reduktion af det Arbejde, der ellers er knyttet til Ved-
ligeholdelse af en stor Kultursamling; men ievrigt maa det ogsaa for-
modes, at Faren for Tab af »Virulens« (d. v. s. den knolddannende Evne)
er langt mindre ved Opbevaring i Jord, der er det for Knoldbakterierne
naturlige Substrat, end ved fortsat Overpodning paa kunstigt fremstil-
lede Nsringssubstrater,

Undersogelsen omfatter 60 forskellige Stammer af Lucerne-
bakterier isoleret paa Statens Planteavls-Laboratorium
og anvendt til Nitragin-Fremstilling i Aarene 1918—38, idet
der hvert Efteraar foretages Rendyrkning og Gennemprovning
af 2—3 nye Stammer, der foririnsvis anvendes til Nitragin-
fremstillingen det folgende Foraar. De aldste af Stammerne
.er altsaa 15—20 Aar, men har ikke desto mindre bevaret
de oprindelige morfologiske og kulturelle Egenskaber nzesten
uzendret, lige som de stadig er i Besiddelse af en kraftig knold-
dannende Evne. Nummereringen af Stammerne er fortlebende:
Nr. 1—3 er isoleret i 1918, Nr. 59—60 i 1937. Af de til
Sammenligning benyttede Stammer af Bacleriuin radiobacter
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hidrerer den ene fra Krdls bakteriologiske Museum i Wien og
angives at veere Beijerinck og van Deldens Originalstamme; en
anden Stamme hidrerer fra »The National Collection of
Type Cultures, London« (Stamme »Delft<), medens en tredie
Stamme (»S. P. L.<) er isoleret fra en dansk Agerjord. Saavel i
morfologisk som kulturel Henseende stemmer de to sidsinsevnte
Stammer ret godt overens med Radiobacter-Stammen fra Krdl. —
En 4. Radiobacter-Stamme, der ligeledes hidrerer fra Krdls Sam-
ling og angives at veere isoleret af Professor S6hngen i Holland,
afviger derimod saa sterkt i flere af de vigtigste Karaktertreek,
at der maa formodes at foreligge en Fejlbestemmelse eller For-
urening, hvorfor denne Stamme ganske er ladet nde af Betragt-
ning i den folgende Beretning.

Med Hensyn til Nomenklatur bemerkes sluttelig folgende:
Medens man tidligere forenede samtlige Knoldbakterier til een,
hgjst to forskellige Arter (Bacterium radicicola, Pseudomonas
radicicola), samler man i nyere Tid samtlige Knoldbakterier i
en swrlig Slegt, Rhizobium, omfattende 8 forskellige Arler, af
hvilke den hos Lucerne og Sneglebzlg forekommende Art
betegnes som Rhizobium meliloti (Bergey 1937). Bacterium
radiobacter henferes ifelge en nyere Terminologi til Slagten
Achromobacter, hvorfor den — navnlig i amerikanske Haand-
og Lerebeger -—— undertiden opferes under den mindre velklin-
gende Betegnelse Achromobacter radiobacter (sml. Bergey 1937,
Side 230). — I det folgende betegnes Lucernebakterierne kort
ved Bogstavet L, efterfulgt af den paagzldende Stammes Lobe-Nr.
(altsaa L, —L ), Radiobacter-Stammerne derimod som henholds-
vis Radiobacter Krdal, Radiobacter Delft og Radiobacter S. P. L.

II. Almindelig Cellemoriologi.

I morfologisk Henseende frembyder Lucernebakterierne
ikke saadanne Ejendommeligheder, der muligger en sikker
Bestemmelse alene ved en mikroskopisk Undersegelse, medens
de dog paa den anden Side er i Besiddelse af visse morfo-
logiske Egenskaber af konstant Karakter, der med Fordel vil
kunne anvendes ved Artsdiagnosen.
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1. Cellernes Form og Sterrelse.

Ved mikroskopisk Undersegelse af unge Kulturer paa
Nitragin-Agar treffes overvejende smaa, ellipsoidiske Celler,
der ved Undersggelse i levende Tilstand (alm. ufarvet Preeparat
eller i »heengende Draabe«) udviser en karakteristisk Egen-
bevaegelse, der hedst sammenlignes med den »dansendec Be-
veegelse af sveermende Myg. Denne Celletype er navnlig over-
vejende i ganske unge Bakteriebelaegninger, der er opstaaet ved
direkte Spiring af Podemaleriale stammende fra sldre Kulturer.
Allerede i 1 Degn gl. Kulturer er Billedet dog noget sndret,
idet der nu tillige optraeder laengere Stavformer med en mere
rolig »sejlende« Beveegelse, der i Lebet af kort Tid gaar
over i et ubevesegeligt Udviklingsstadium indhyllet i mer eller
mindre kraftigt udviklede Slimmasser, der underliden frem-
treeder som en velafgrenset Slimkappe, der formodentlig vir-
ker som et Beskyttelseslag om de indesluttede Celler (»Kapsel-
celler<, »Mikrocyster« — se Side 533 og 545). Naar delte ube-
vaegelige Hvilestadium er naaet, er Formeringsevnen betydeligt
nedsat eiler helt ophaevet, og Cellerne holder sig nu ret uzn-
drede i denne Tilstand i lsengere Tid. Med tiltagende Alder
indireeder dog sluttelig en Kontraktion af Protoplasmaet til
uregelmeessige eller kugleformede Smaaklumper, der er szerligt
modtagelige for Farvestoffer og derved giver Anledning til den
beelieformede Cellestrukiur, der er saa karakteristisk for seldre
Kulturer paa Nitragin-Agar (Sml. Fig. 9 og 22. — Videre se
Side 544).

Cellernes videre Udvikling efter Overpodning paa nyl Sub-
strat er afhangig af Podematerialels Alder og Udviklingsstadium.
Yngre Stavformer — saavel beveegelige som ubevaegelige — der
overpodes paa nyt Substrat, deler sig straks videre ved simpel
Tvedeling, idet de direkte omdannes il sveermende Smaaceller.
Bestaar Udsedsmaterialet derimod af wldre Celler med Proto-
plasmaklumper i balteformet Struktur, frigeres disse og om-
dannes til ubevaegelige Smaakugler, de saakaldte »Pree-Sver-
mere«, der atter hurtigt gaar over i de ovenfor beskrevne
ellipsoidiske Sveaermceller., Ogsaa uden Overpodning paa nyt
Substrat iagttages i seldre Kulturer undertiden en hel eller
delvis Oplesning af den oprindelige Bakteriecelle, hvorved de
omtalte Protoplasmaklumper frigeres og udvikles videre til nye
Bakterieceller i selve den oprindelige Moderkuliur.
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Man har fra forskellig Side villet betragte de neevnte Protoplasma-
klumper som s@rlige Formeringsceller (»Gonidier:), der skulde vere
skikket til Opretholdelse og Formering af Arten, naar den szdvanlige
vegetative Formering er gaaet i Staa (Bewley og Hulichinson 1920, m.
fl.) — Hvorvidt disse Dannelser maa tydes som reguleere Formerings-
celler, forekommer dog tvivlsomt; muligvis maa de snarere sammen-
lignes med de hos visse Aktinomyceter forekommende »Fragmenta-
tionssporerc eller de sterkt sammenskrumpne Protoplasmaklumper.
der f. Eks. er almindelige i gamle Kulturer af Pestbakterien (Schuliz
1901 o.a.). Sml. igvrigt Side 549.

-I yogre Udviklingsstadier treeffes Cellerne udelukkende
enkeltvis eller parvis, medens Cellerne i del ubevzegelige Stav-
stadium ofte forekommer i Pallisadelejring (Fig.12). Ret almindelig
er endvidere den ejendommelige stjerneformede Lejring af sterre
Stavformer under Dannelsen af de saakaldte »Bakterierosetter«,
der tidligere blev anset for et typisk Karaktertreek for Bacterimm
radiobacter, men som ifslge nyere Undersegelser af Stapp og
Bartels (1931) ligeledes er almindelig hos den nerstaaende
Phytomonas tumefaciens, hvor Faenomenet kan fremkaldes eks-
perimentelt ved Dyrkning paa Substrater med Tils®ining af
Jern- eller Manganforbindelser. Ifelge Stapp og Bariels reprasen-
terer denne Lejringsform muligvis et Led i en primitiv Kens-
proces, hvis nzermere Enkeltheder isvrigt er ukendt (Fig. 7).

Som allerede ovenfor omtait er Cellernes Slarrelse afhengig
af Kulturens Alder og Udviklingsgrad. Cellediameteren ligger
dog i alle Tilfelde omkring 0.8 g, medens Laengden ifslge
Bewley og Hufchinson varierer omkring folgende Middeltal:

Pre-Sveermere ..o ca. 0810
Unge ellipsoidiske Svermceller.......... 15—20 u
Bevaegelige Stavformer .................. 25—3.0 u
Ubeveegelige Stavformer................. ca. 3 u

Det maa dog undersireges, at de enkelte Udviklingsstadier
ikke er saa skarpt algrensede, som ovennzevnte Tal lader for-
mode; som oltest glider de naesten umerkeligt over i hinanden,
lige som der ievrigt ogsaa paa dette Omraade kan vare nogen
Forskel mellem de forskellige Stammer af Lucernebakterier.

Ovennazevnte engelske Angivelser er eflterprovet ved indgaa-
ende Maalinger af Cellerne af en af de danske Stammer (L, ;,
isoleret 1923), dyrket paa Nilragin-Agar ved 25° C. Udmaalingen
af Celledimensionerne er forelaget paa en Rekke Mikrofotografier
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af ufikserede Celler, optaget ved Hjeelp af Zeiss’s Mikrofoto-
grafiapparat » Phokuc¢ (Optisk Udstyr: Zeiss’s Apochromat
Immersion 120 x, num. Aperlur 1.30, Phoku-Negativlinse 6.3).
Det originale Negativ repreesenterer altsaa en Forsterrelse paa
120 x 6.3 = 7566. Ved Fremslillingen af de positive Billeder er
Negativet imidlertid forsterret op, saaledes at de til Udmaa-
lingen benyttede Billeder svarer til en Forsterrelse paa 3600 X.
Cellernes Dimensioner er derefter maalt ud med en Millimeter-
maalestok og sluttelig omregnet i u.

De herved opnaaede Resultater stemmer for Leengdemaale-
nes Vedkommende ret tilfredsslillende med de engelske Angi-
velser, medens Cellediameteren for den danske Stamme synes at
veere lidt mindre end de tilsvarende engelske Maal (0.8 p som
Middeltal af 513 Celler). Det maa dog understreges, at Opgerelser
af denne Art ifglge Sagens Natur kommer il at bero paa et
subjekiivt Sken: Greenserne mellem de af Bewley og Hutchinson
opstillede Udviklingsstadier er jo ikke skarpt afstukne, men
flyder umezrkeligt over i hinanden, navnlig mellem »Ellipso-
idiske Sveaermeceller« og »Beveaegelige Stavformer«, hvor man i
Praksis ofte vil siode paa Vanskeligheder ved Placering af
Greaensetilfeldene.

Foretages den talmsessige Opgerelse af Materialet som Hel-
hed, unden Hensyntagen til' Udviklingsstadier, faas folgende
Vardier:

Laengde, Maksimum .................. 3.08
Langde, Minimum ................... 0.83 p
Leengde, Gennemsnit ................. 1w
Cellediameter ........................ 0.18 »
Antal maalte Celler................... 339

Den her registrerede Minimumsleengde svarer ret neje til
Maalene for »Pree-Svaermerne«, medens Cellerne af Maksimums-
slerrelse maa antages at reprasentere saavel bevaegelige som
ubevaegelige Stavformer. — Det maa dog udtrykkeligt under-
streges, at de anferte Tal kun har Gyldighed under de ved
Forseget benyltede »Standardbetingelser«, idet saavel Cellernes
Form som Sterrelse er sterkt afhengig af de forhaanden-
vaerende ydre Kaar.

2, Bevagelse og Bevagelsesorganer.

I unge Agarkulturer (1 Deogn) udferer Cellerne en livlig
Bevaegelse, der bedst iagttages i heengende Draabe over et
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hulslebet Objektglas. Som ovenfor omtalt er Bevaegelsen af ret
serpreeget Karakter: De unge Svarmceller livligt dansende, de
storre Stavformer derimod med en mere »sejlende« Bevaegelse.

Fra denne almengyldige og i alle Haand- og Le®rebager
opstillede Karakteristik er dog paa Statens Planteavls-Labora-
torium konstateret en enkelt meget bemerkelsesverdig Und-
tagelse, idet Stammerne L,, og L,, — begge isoleret i 1922
af den daveerende Leder af den bakteriologiske Afdeling,
Professor K. A. Bondorff — saavel i Isolalionsaaret som i de
nermest folgende Aar viste sig ganske ubevamgelige, lige som
de ogsaa paa andre morfologiske og kulturelle Omraader
syntes at indtage en Serstilling (Korte, mere plumpe Celle-
former: se Fig. 11. — Mere vandet Veaekst paa Niiragin-Agar:
se Side 519. — Gelatinesmeltning: se Side 518 samt Fig. 1. —
Fysiologiske og serologiske Forhold: se senere Forsegsberet-
pinger). Det laa under disse Forhold nzr at formode en Fejl-
bestemmelse eller Forurening; det afgerende Podningsforseg
gav imidlertid stedse positivt Resultat (Knolddannelse i Lebet
af 5—6 Dage), lige som det heller ikke var muligt ved simpel
Pladespredning at paavise ringeste Forurening med andre Bak-
teriearter. — Der foreligger altsaa her en seerlig »Type« af
Lucernebakterier, tydeligt forskellig fra den almindeligt fore-
kommende.

I Lobet af nogle Aar gennemgik denne ubevsegelige Type
en gennemgribende Endring: Endnu i 1927 fremkom ved
Spredning af de gamle Stamkulturer (Jordkulturer, podet 1922)
kun slimet-vandede Kolonier indeholdende ubeveegelige Celle-
former. Fra disse Spredninger anlagdes nye Jordkulturer, der -
henstod urert til April 1928, da en Spredningsanalyse udviste
et overveldende Flertal af de almindelige stearinlignende Kolo-
nier indeholdende bevegelige Stavformer, samt enkelte Kolonier
af den oprindelige svandede« Type med Celler uden Evne til
aktiv Beveegelse. Ved fortsat serievis Overpodning og Spredning
fra sidstnzevnie Kolonier konstateredes en udpreget Tendens
til at gaa over i den s®dvanlige »stearinagtige« Type med
beveegelige Celler. For at bevare den oprindelige »24-Type«
konslant, var det derfor nedvendigt med korte Mellemrum at
sstabilisere« Typen ved Spredning og Overpodning. — Trods
disse Anstrengelser er det dog ikke ilykkedes at bevare denne
Type, der er af saa stor Interesse ikke alene i Kraft af de
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afvigende kulturelle og serologiske Karaktertrek, men ogsaa i
serlig Grad paa Grund af det afvigende Forhold med Hensyn
til Beveegelighed, der ellers anses for et af de mest stabile
Karaktertreek i den bakteriologiske Diagnostik. — Ved Afslut-
ning af naerverende Undersegelse (Sommeren 1939) er Stammen
L,, gaaet definitivt tabt, medens L,, kun udviser bevagelige
Celleformer af normal Form og Sterrelse, lige som ogsaa de
kulturelle og biologiske FEgenskaber udviser god Overens-
stemmelse med den almindeligt foreckommende Type.

I Aarenes Lob er gentagne Gange gjort Forseg paa at
genfinde den oprindelige »24-Type« paa samme Lokalitet som
ved den farste Isolation i 1922 (Landbohejskolens Forsegsmark).
Herved er rendyrket forskellige Stammer (L, ., L, , L, og L, ).
der vel i flere Henseender slutter sig neer til L,, og L,, i den
oprindelige Form, men som dog alle udviser normal Bevaegelses-
intensitet. ‘

Ogsaa enkelte andre Stammer, isoleret fra tilsyneladende
»vildtvoksende« Lucerneplanter paa forskellige nordsjellandske
Lokaliteter, udviser en lignende slimet-vandet Konsistens som
L,, og L,, i Isolationsaaret. Lige som »Landbohgjskole-
stammerne« udviser disse »vilde« Stammer (L,,, L,,, L,,,
L,, og L,,, alle isoleret 1929—30) forskellige Stammeejen-
dommeligheder, der gentagne Gange vil blive omtalt i denne
og folgende Forsegsberetninger. — Ogsaa for disse Stammers
Vedkommende er Bevaegelsesintensitelen imidlertid ganske
normal.

Med Hensyn til den tekniske Paavisning af Lucerne-
- bakteriernes Beveegelsesorganer (Svinglraade, Cilier) bemszrkes
igvrigt folgende:

I ufarvet Tilstand saa vel som i de ssedvanlige Terprzepa-
rater er Cilierne ganske usynlige, og heller ikke en Under-
sogelse 1 Markgrundsbelysning (Zeiss’s Cardioid-Kondensor 1925,
Apochromat Immersion »X«, 60 >, Aperiur 1.05, nedblendet
til" Apertur 0.s5), der ellers med Fordel anvendes til delte
Formaal, giver helt sikre Resulialer. — Harrison og Barlow
(1907) anbefaler en speciel sukkerholdig Oplesning af Genli-
anaviolet som szerlig velegnet og bekvem til Ciliepaavisning
hos Knoldhakterier; trods talrige Forseg under varierende
Forsegsbetingelser har denne Metode dog stedse givet negalivt
Resultat. Derimod lykkes Paavishingen let ved Forselvning af
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Cilierne efter Zettnows Metode eller ved Hjzlp af enhver anden
af de almindelige Ciliefarvningsmetoder (Casares Gill, Peppler
el. a.; se Ficker 1923, Side 329). Ogsaa uden Anvendelse af
serlige Bejdsningsmidler opnaas underliden et tilfredsstillende
Resultat ved Fiksering i Isedikke-Alkohol (1-——2 Min.), Afskyl-
ning 1 Ledningsvand og Farvning med Bengal-Rosa i 25
Minutter. Metoden, der vistnok ikke tidligere har vaeret angivet,
giver smukke og klare Praeparater, men synes desvaerre at vaere
af ret lunefuld Karakter.

Uanset den benyttede Fremgangsmaade finder man hos de
unge Svermceller kun en enkelt lang Cilie anbragt i den ene
Cellepol, undertiden dog forskudt svagt til Siden i Forhold (il
Cellens Lengdeakse (Fig. 3). Ogsaa de slorre bhevagelige Stav-
former udviser et Billede af lignende Karakter, idet man dog
iagttager Celler, der er florsynet med to Svingtraade udgaa-
ende fra samme Cellepol, eller endog Celler med Svingtraade
udgaaende fra hele Celleoverfladen (speritriche« Cilier — se
en af Cellerne i Fig. 3).

£y

Ill. Kulturelle Karaktertrzk.

Medens det mikroskopiske Billede af de enkelte Baklerie-
celler som Regel kun frembyder faa Holdepunkter af diagnoslisk
Veerdi, giver lagllagelsen af den makroskopisk synlige Vakst
paa eller i beslemte Neringssubstrater ofte Oplysninger af
afgorende Betydning for den differentialdiagnostiske Bakterie-
syslematik, ikke alene naar Bakterierne optreder i velafgren-
sede Kolonier, men ogsaa naar de danner en tet sammen-
‘hangende Bevoksning (»Beleegning«) paa det paageldende
Substrat,. — Summen af disse makroskopisk synlige Karakler-
treek betegnes som den paagaeldende Bakteriearts »kulturelle
Egenskaber«. o :

1. Koloniernes Form, Sterrelse og Struktur.

‘Kolonier paa Nitragin-Agar (7 Degn ved 25 °.C).

Kredsrunde; 2—5 mm i Diameter, hele, helrandede, hvalvede,

fugtigt-slimede, med glat, glinsende Overflade og fint granuleret

indre Struktur af Konsnslens og Udseende omtrent som Steatin-

“draaber, der befinder sig paa, Overgang fra, fast til ﬂydende
Tilstandsform. RIS . S

RJ~

34"
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Tydelig Stammevariation, iser fremtreedende hos de tid-
ligere omtalte »Landbohgjskolestammer« samt de »vilde« Stam-
mer, der alle danner noget storre og hurtigere voksende Kolo-
nier af mere vandel Konsistens,

Kolonier paa Lucerneekstrakt-Gelatine (7 Degn ved
20 ° C.). Punkiformede eller kredsrunde, 0.5—1 mm i Diameter,
hvidlige, med fingranuleret Struktur. Svag Gelatinesmellning,
hvorved Kolonierne efterhaanden synker ned i Substratet under
Dannelsen af et beelteformet Randparti af grovkornet eller
»frynset« Struktur (Fig. 1).

Tydelig Stammevariation, navnlig representeret af de aldre
Landbohgjskolestammer (L,, og L,,), der overhovedet ikke
frembyder ringeste Tegn paa Gelatinesmeltning. Kolonierne,
der udviser en -slaaende Lighed med Kolonier af Bacferinm
radiobacter, forbliver liggende paa Overfladen som hvazlvede
eller endog halvkugleformede, fugtigt glinsende Slimdraaber af
mere vandet Karakter end hos den almindeligt forekommende
Type af Lucernebakterier (Fig. 1).

1 denne Forbindelse er der Grund til at fremhave, at den
gelatinesmeltende Egenskab synes at veere swrlig let tilgaengelig
for arveligt konstante Andringer af mutationslignende Karakler.
Ved Spredning af wldre Jordkulturer af gelatinesmeltende Stam-
mer vil man neesten altid kunne »fraspalte« og videredyrke
ikke-smeltende »>Mutantformer«, der bortset fra denne For-
‘andring ievrigt ndviser Overensstemmelse med den oprindelige
»Stamform«?). Omvendt fraspalter de ikke-smeltende Stammer
~ (L,, og L,,) regelmeassigt et stort Antal smeltende Kolonier,
hvis Efterkommere bevarer den gelatinesmeltende Evne usvaek-
_ket, samtidig med at de ogsaa paa andre Punkter naermer sig den
seedvanlige Hovedtype. — De i Litteraturen foreliggende Uover-
ensstemmelser med Hensyn til Lucernebakteriernes gelatine-
smeltende Evne finder formodentlig herved sin naturlige For-
klaring.

') 1 Overensstemmelse med bakteriologisk Sprogbrug anvendes her og i det
felgende Betegnelsen »Mutation< og »Mutanter< om springvist opstaaede og
arveligt konstante Endringer af den oprindelige Type. Det maa dog udtrykke-
ligt fremhseves, at Fenomener af denne Art ikke kan sidestilles med de
hos hejere Organismer forekommende Mutationer. — Betegnelsen »Bakterie-
mutation« har imidlertid for lsengst vundet fast Indpas i den bakteriologiske

" Terminologi og vil nzppe i Ojeblikket kunne erstattes af andre Betegnelser
af sprogligt set mere uangribelig Karakter.
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2. Vaeksten paa de almindelige Standardsubstrater.

Ved Dyrkning paa de i Bakteriologien hyppigst anvendte
Standardsubsirater udviser Lucernebakterierne folgende kultu-
relle Karaktertraek: , :

Nitragin-Agar (Stregkultur). Krafligt voksende, stearin-
lignende Bel®gning af smaraglig Konsistens, langsomt ned-
glidende i Reagensglasset. '

. Stammevariation sterkt fremtreedende hos Landbohejskole-
stammerne og de »vilde« Stammer, der danner en mere slimet-
vandet, graalig eller nwesten vandklar Belegning, der . er
nedglidende allerede efter 1—2 Degn. Makroskopisk neppe til
at skelne fra wunge Kulturer af Bacterium radiobacter. —
Stammevariationen er som Regel af meget isjnefaldende Natur,
Ved Bestemmelse af Vakstlypen paa Nitragin-Agar maa det
dog tilraades at benytte en ikke for frisk fremslillet Agarflade,
hvor Kondensvandet allerede delvis er dampet bort. Anvendes
derimod vaade, friskt fremslillede Flader, udviskes Forskellen
i Veeksttype noget, idet den ret faste, stearinlignende Belegning,
der er karakteristisk for Flertallet af Stammerne, under disse
Betingelser antager en mere flydende Karakter, der let vil
kunne give Anledning til en fejlaglig Vurdering af Typen.

Kod-Pepton-Agar (Stregkultur). Moderat Vakst, ind-
skrzenket til selve Podestregen. Ingen eller kun svag Kondens-
vandsbelegning.

Stammeforskellen betydeligt svagere fremtraedende end paa
Nitragin-Agar.

Lucerneekstrakt-Gelatine (Stikkultur). Hvidlig eller
graalig, flad Overfladevaekst og svag, men tydelig Udvikling i
Stikkanalen. Hos langt det overvejende Antal Stammer iagtiages
en svag Gelatinesmelining, der viser sig eflter 2—3 Ugers
Henstand som en svag Indssenkning af Bakteriebelaegningen
omkring Overfladen af Stikkanalen.

Tydelig Stammevariation. Aldre Landbohgjskolestammer:
Som ovenstaaende, men uden Gelatinesmeltning.

Om Tab, resp. Erhvervelse af gelalinesmeltende Evne,
sammenlign ovenfor Side 518.

Kod-Pepton-Gelatine (Stikkultur). Belydeligt svagere
Udvikling, men ievrigt som foregaaende Substrat.

Kvelstoffri Mannit-Agar (Ashby’s Agar). Ret god,
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graalig eller nwzsten vandklar, slimet Belegning, efterhaanden
noget nedglidende.

Ingen igjnefaldende Stammeforskel.

Kalciam - Glycerofosfat- Mannit- Agar. Ret kraftig,
slimet-vandet Belaegning af memlkeagtig Farve.

Ingen Stammeforskel.

Bouillon (Difeco). Svag Veekst, uden Hinde eller Ring-
dannelse men med svag sleraglig Overfladevekst naar Kultu-
rerne henstaar urert i 2—3 Uger. lgvrigt diffus Plumring med
lifle, hvidligt, finkornet Bundfald.

Ingen Stammeforskel.

Malk (Uden Indikatortilszetning, 4 Uger ved 25°C.). Ingen
Hindedannelse, men hos alle Stammer en tydelig Koagulation
under Dannelsen af en skarpt afsal Serumzone i averste Del
af Kulturen. Ingen Aundring af Mxlkens Farve og ingen Pep-
tonisering selv efler 8 Ugers Forleb. Hos samtlige Stammer
konstateres en {ydelig Reaktionsforskydning i sur Retning:
Begyndelsesreaklion py ca. 6.5; efter 4 Ugers Hensland py
5.5—5.8 (bestemt elektromelrisk med Kinhydronelektroden).
Koagulationen maa herefter anlages at bero paa Syredannelse
under Vaksten.

Ingen Stammeforskel.

Kartoffel (4 Uger ved 25°C.). Som oftest ret kraftig, flad
Belegning, hvidlig, graalig eller farveles. Kartoffelstykkets
Konsistens bevares uzndret, men undertiden iagltages en svag
graalig Misfarvning.

Nogen Stammevariation, idet navnlig L,, og L,, (men
ikke L,, og L,,) til Tider udviser en mere meorkfarvet Be-
legning end de evrige Stammer.

De her anferte Karakterireek er dog af lidet konstant
Natur: Selv hos en og samme Stamme iagliages elter: Omsten-
dighederne snart en relativ ter, velalgraenset Belseguning, snart
en mere yppig, fuglig-slimet Veekst, der ret hurtigt breder sig
over hele Karloffellladen. Lignende Forhold ger sig geeldende
med Hensyn til Bakieriebeleegningens Farve og den ovenfor
omlalte blygraa Misfarvning af Kartoffelstykket, Resultalet af-
henger i ikke ringe Grad af den anvendte Fremgangsmaade
ved Kartoffelstykkernes Tilberedning og Slerilisering. Den bly-
graa Misfarvning af Kartoffelsiykket, der undertiden iagltages
selv i upodede Konlrolglas, kan indskrsenkes meget betydeligt
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ved kortvarig Dampkogning af Kartoflerne, inden de skeeres i
Stykker og auloklaveres. Men ogsaa saavel Modningsgraden
som Kartoffelsorten synes at spille en afgerende Rolle. Ved
sammenlignende Undersegelser ber man derfor saa vidt muligt
anvende fuldt udviklede Knolde af en og samme Kartoffel-
sort, f. Eks. King Edward, der efter de hidtidige Erfaringer
synes at give de mest konsianle Resultater’).

- Som Helhed betragtet kan Vaksten paa Kartoffel altsaa
kun belegnes som et lidet stabilt Karaktertraek, der i hvert
Fald ikke er af den afgerende differenlialdiagnostiske Veerdi,
som navnlig tilleegges den af Lehnis og Roy Hansen (1918).

3. Vaksten paa specielle, diﬁerentialdiagndstiske Substrater.

Fornden med de ovenfor anferte Standardsubstrater er
endvidere udfort Forseg med forskellige Subsirater af mere
speciel Karakter. Af de talrige Forseg og lagttagelser fremdrages
folgende:

Kongorgdt-Agar. Ifelge Kellerman (1911) er tilsyneladende
rene Kulturer af Knoldbakterier undertiden iblandet et sterre
eller mindre Antal Celler af Bacterium tuamefaciens, der lige som
Bacterium radiobacter ofte forekommer i Rodknoldene sammen
med de egentlige Knoldbakterier. Som diagnostisk Hjelpemiddel
anbefales falgende Substrat (Kellermans »Kongoredi-Agars):

Saccharose................. 10.0 g
Sek. Kaliumfosfat........... lo g
Magniumsulfat ............. 02 g
Kongoredt ................. 01 g
Agar ... 150 g
Destilleret Vand....... .... 1 Liter

Ved Anlegning af Pladekulturer (resp. Spredninger) paa
dette Substrat angives Knoldbakterierne at danne farvelose,
Baclerium tamefaciens derimod merkerade Kolonier. — Ifalge
nyere Undersogelser danner Baelerium radiobacler imidlertid
ligeledes nmsten farvelese Kolonier, saaledes at Substratets
Verdi til Adskillelse af Knoldbakterier og Radiobacter-Gruppen
i hvert Fald maa betegnes som tvivlsom. (Riker, Banfield,

l) Ogsaa Cutler, Ward og Dunkley (1937) finder, at Bakterievaksten paa
Kartoffel er sterkt afheengig af Kartoffelsort og Modningsgrad, seerlig for
farvestofdannende Bakterier. Som bedste Kartoffelsort angives Majestic, men
ogsaa King Edward anses for tilfredsstillende.
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Wright, Keitt og Sagen 1930, Side 528. — Sml. ogsaa Fred,
Baldwin og Mc Coy 1932, Side 118).

Til nsermere Belysning af Spergsmaalet er udfert Forseg
omfattende samtlige Stammer af Lucernebaktierier og Bacterinm
radiobacfer. Forsegene, der anlaegges som Pladeudstrygninger i
Petriskaale (2—3 Fortyndingsgrader), opgores efter 5 Dages’
Henstand ved 20° C. med folgende Resultat:

Samtlige Stammer af Lucernebakterier: Svag Veekst. Kolonierne
i 2. Fortyndingsgrad punktformede, kun ca. 0.—02 mm i Dia-
meter, nesten farvelagse.

Samtlige Radiobacter-Stammer: Ret kraftig Veekst allerede efter 2
Degn. Kolonierne ca. 2—3 mm i Diameter, fydeligt rosafarvede.

Ved Anvendelse af en sterkere Oplesning alf Kongoredt
bliver Forskellen mellem de to Grupper endnu mere frem-
tredende. Foreges Koncentrationen til 0.3 g Kongoredt pr.
Liter, registreres efter 3 Dages Henstand felgende:

Samtlige Lucernebakterier: Meget tynd, sammenhzangende Vakst
paa den sterkest bestregne Agarplade, men ingen synlig Udvikling
af Enkelt-Kolonier i de felgende Fortyndingsgrader.

Samtlige Radiobacter-Stammer: Ret kraftig Udvikling af sammen-
haengende Bakteriebeleegning paa Plade Nr. 1 og Udvikling af
‘velisolerede Kolonier, ca. 1—2 mm i Diameter i de folgende
Fortyndingsgrader. — Hele Bakterieveeksten kraftig merkered.

En Forlengelse af Forsegstiden giver ingen principiel An-
dring af det her beskrevne Billede: Efter 6—8 Dages Forleb
udviser samtlige Lucernebakterier smaa, punktformede, ret
kraftigt farvede Enkelt-Kolonier, der dog med Lethed adskilles
fra de langt steerkere udviklede Radiobacter-Kolonier. En saadan
Forlengelse af Forsegstiden afslorer imidlertid nogen Forskel
mellem de forskellige Grupper af Lucernebakterier, idet enkelte
(bl. a. seerlig L,,, men ikke L,, eller L,,) udviser en noget
kraftigere Koloniudvikling end de avrige Stammer uden igvrigt
i saa Henseende at kunne maale sig med Radiobacter-Stam-
merne. — Da den tilstrzebte Forskel i Veekstbilledet mellem
Lucernebakterierne og Bacterium radiobacler imidlertid er sar-
deles tydelig og skarp allerede efter 2 Dogn, maa det anbefales
at indskrzenke Forsegstiden til dette Tidsrum.

Krystalviolet-Agar. I de senere Aar har man fra for-
skellig Side sogt at udarbejde differentialdiagnostiske Neerings-



523

substrater for Knoldbakterier ved Tilseetning af forskellige
Farvestoffer af Trifenyl-Methan-Gruppen, der med saa stort
Held er blevet benyttel til lignende Formaal ved Adskillelse
af naerstaaende Bakteriegrupper i den baktenologlske Ma=lke- og
Drikkevandsanalyse.

Anderson (1929) anbefaler til mennaavnte Formaal at an-
vende Ashby’s kvzlstoffri Manmt Agar med Tilsetning af
Krystalviolet i .Koncentrationen : 10000 — 1 : 15000, der
angives at virke drabende paa Bactertum radiobacter men. der-
imod ikke paa Lucernebakterierne, — Tilsvarende Forseg er-
udfert adskillige Gange paa Statens. Planteavls-Laboratorium i
den af Anderson anbefalede Form (Adskilt Sterilisation: af
Neeringssubstrat og Farveoplesning, der forst sammenblandes
umiddelbart for Brugen. Pladekultur i Petriskaale). — Eksempel-
" vis anferes falgende Forsegsserie, udfert med 4 forskellige Stam-
mer af Lucerneba“kterier og 3 Radiobacter-Stammer (Falvestof-
koncentration: 1:10000; Forsegslid: 1 Uge ved 20° L
Krydsenes Antal beiegner Veaekstintensiteten):

Bakteriestamme. Vaekstintensitet. Anm.
Samtlige Stammer af Lucernebakterier. =- el. > | Enkeltkolonier kun
Radiobacler Kral. < }syn}ige med Lup.’
Radiobacter Delft, p e }Enkeltkolonier ca.
1 mm i Diameter.

Radiobacler S.P. L. SR

Ganske 1 Modstrid med Andersons Angivelser er Vaksten
af 1 hvert Fald de to af Radiobacter-Stammerne langt sterkere
end af Lucernebakterierne. Disse sidsinsevnte udviser en ringe
Stammevariation, idet navnlig de »vilde« Stammer samt de
sidst isolerede Landbohgjskolestammer vokser lidt kraftigere
end de wvrige, medens omvendt Radiobacter Kril undviser en
svagere Vmekstintensitet end de to andre Radiobacfer-Stammer.

Verdien af dette Substrat maa herefter belegnes som
tvivlsom.

Et andet differentialdiagnostisk Neeringssubstrat, ligeledes
indeholdende Krystalviolet, er angivet af Leonard (1. c. 1931,
Side 35 — sml. ogsaa Fred, Baldwin og Mc Coy 1932, Side 42):

Jord-Ekstrakt...... e 1000 cm®
Sek. Kaliumfosfat............. lo g
Natriumnitrat................ 1o g
Glycerin ..................... 100 g

Agar........... i oo 125 g
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Reaktionen indstilles paa pp 6.8 Sterilisering ved  Auntoklavering
(120° C. i 20' Min.). For Anvendelsen \ilsazites en steril, vandig Oplml
ning af Krystalvxolel saaledes at Farveatofkoncentmhonen idet feerdige
Su strat bliver 1:80000.

Substratet angives at veoere meget effektivt til Adskillelse
af Knoldbakterier og Bacterium radiobacter, idet sidsinevnle
danner store Kolonier med merkeblaat eller violet Centralparti
og lysere Perifert, medens Knoldbakteriernes Kolomer er smaa
og: ensfarvet vnolelle - :

Genfagne Forsag paa Statens Planteavls—Laboratonum viser.
kun delvis Overenssiemmelse med ovennsevnte Angivelser. Vaek-
sten af Bacterium radiobacter svarer ret neje til Leonards
Beskrivelse; derimod udviser Lucernebakterierne en tydelig
Stammeforskel, idet Flertallet (derimellem L,;) danner de af
Leonard beskrevne, smaa kompakte Koloniformer, hvorimod
andre Stammer (bl. a. L,, og L,,) danner sterre Kolonier,
0.s5—1.0 cm i Diameter, bestaaende af et kompakt Centralparti
af ren blaa Farve, omgivet af en lysere, slimet-vandet Periferi.
Endvidere iagitages undertiden en Udspaltning af afvigende »Mu-
tantformer«, idet Stammer, der igvrigt forholder sig som L,,,
ved Spredning paa Leonards Agar fraspalter enkelle Kolonier af
den slimet-vandede Type, uden at dette ievrigt er forbundet
med Tab af den knolddannende Evne eller andre Andringer
af bestaaende fysiologiske Karaktertreek. — Ved en samtidig
Undersagelse af Cellemateriale fra de forskellige Pladekulturer
udviser Radiobacter-Stammerne ret normal Celleform, hvorimod
Lucernebakterierne — uanset Kolonitype — karakteriseres ved
Tilstedeverelsen af talrlge »Involutionsformer« af sierkt afvi-
gende Karakter.

~ Anvendelsen af Leonards Agar til differentialdiagnostiske
Formaal kan herefter kun anbefales i Forbindelse med en
mikroskopisk Kontrol af Celleformen, idet man samtidig erind-
rer, at Fremkomsten af storre, vandede Kolonier ikke behoaver
at tyde paa en Forveksling eller Forurening med Bacterium
radiobacter, men meget vel kan bero paa Stammeforskelligheder
eller Afspalining af »Mulantformer« af afvigende Karakter.

I Tilslutning til foregaaende Forseg er sluttelig udfert en
Razkke Undersagelser paa Nitragin-Agar med Tilszetning af for-
skellige Meengder af Krystalviolei. Forsegene opgeres efter 3
Ugers Henstand ved 25° C. med de i Tabel 1 opferte Resul-
tater,
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Tabel 1. Vaekstintensitet paa Nitragin-Agar
med Tilsatning af varierende Mangder af Krystalviolet.

Krydsenes Antal betegner den relative Vaekstintensitet.

: R Farvekoncentration‘
. Bakteriestammer .
1:1000 | 1:2000 | 1:4000 | 1:8000 |1:16000 | 1: 40000
A -~ < | | e
NN e . RS e R 2
Log «voievunnnns R (><) >< = DKL
Lyt deevnnniiin. - > S| ()] D |
Ligg crveereioiines = =+ (><) > > RS
P - - > (<) > S
Lgo vovervrenenens = (<) (><) =< < S
S — | [ — - e
Radiobacter Kral ... X S L | O |
Radiobacter S.P.L... = > P PO | DR |

Som det vil ses, er Baclerium radiobaclter S. P. L. noget
mindre emfindtlig over for Farvestoflilseiningen end de evrige
undersegle Bakteriestammer. Herefter folger Radiobacter Kral
samt L,, og L,,, der udviser kraflig Vakst ved Koncentra-
tionen 1:8000, medens de evrige Stammer af Lucernebakterier
ferst opnaar maksimal Udvikling ved Fortyndingsgraden 1 :
40000. — Den mikroskopiske Undersogelse af Kulturerne viser
navnlig i middelsteerke Koncentrationer (1 :4000—1 : 16 000)
talrige forgrenede Celler med tydeligt nedsat eller helt mang-
lende Spiringsevne, der utvivisomt maa betragtes som »Involu-
tionsformer« af degeneraliv Karakter. Fznomenet er navnlig
tydeligt fremtreedende hos samtlige Stammer af Lucernebakterier,
i ringere Grad derimod hos Radiobacler-Stammerne. Eksempel-
vis kan anferes Fortyndingsgraden 1:16000, hvor den mikro-
skopiske Undersoegelse efter 4 Dages Hensland giver folgende
Resultat: ' ;



526

L.,: Kun forholdsvis faa Invelutionsformer.

L,; og L;,: Talrige Involutionsformer.

Ljg, Lis og Lgo: Overvejende Involutionsformer {Fig. 20).
Radiobacter-Stammerne: Celler af nzesten normal Karakter.

Som Resultat af samtlige Forsog med Tilseetning af Krystal-
violet fremgaar altsaa, at differentialdiagnostiske Substrater af
denne Karakter ikke er swerligt velegnede til Adskillelse af
Lucernebakterier og Bacferium radiobacter og i hvert Fald kun
kan benyttes i Forbindelse med en mikroskopisk Undersegelse
af Celleformen. Endvidere er der ganske aabenbarl en tydelig
indbyrdes Forskel mellem de underssgte Stammer af Lucerne-
bakterier, der staar i Korrelalion til andre, morfologiske og .
kulturelle Karaktertraek. Resultatet svarer saaledes ret neje til
nogle tidligere Undersegelser af Wright (1925) vedrerende
Sojabennebakterierne, der paa serologisk Grundlag kan inddeles
i 1o vel adskilte Grupper, af hvilke den ene hzmmes totalt
ved en Krystalviolet-Koncentration omkring 1:50000, medens
den anden taaler Koncentrationen 1:10000. — Hvorvidt disse
Egenskaber er af ganske fast Karakter, forekommer dog noget
tvivlsomt. Burke og Burkey (1925) angiver saaledes et udpraeget
Tillzelde af eksperimentelt fremkaldt »Tilveenning« til hajere
Koncentrationer af Krystalviolet, der dog atter hurtigt udviskes
ved kortvarig Dyrkning paa farvestoffrit Substrat. I Tilslutning
tilt Charchman (1912, 1921} maa man vistnok regne med, at
almindelige Kulturer af Knoldbakterier indeholder Celler med
forskellig Resistens over for Krystalviolet. Ved Dyrkning i Sub-
strater med hej Farvestofkoncentration sker der en »Ophobning«
af de mere resistente Celler, der maaske kun har veret yderst
svagt representeret i den oprindelige »Bakteriepopulationc«.
Hele Spergsmaalet haenger aabenbart ngje sammen med Frem-
komsten af de saakaldte »Bakteriemutationer« og disses kon-
stante Karakter. Sammenlign Side 518.

Selv om de her fremdragne Ejendommeligheder ikke kan
frakendes en vis diagnostisk Belydning, er det dog paa sin
Plads at advare mod en rigoristisk Afgerelse af Arts- eller
Stammesporgsmaal paa Grundlag af Karaktertraek, der aaben-
bart er af ret ustabil Natur.

Medens nogle Bakteriologer betragter Knoldbakterierne som
staaende nzr Azofobacter-Gruppen (Bergey 1936), peger man fra
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anden Side paa visse Tilknytningspunkter til Coli-Aerogenes-
Gruppen (Fred, Baldwin og Mc Coy 1932), idet man bl. a. hen-
viser til, at den for Azotobacter-Gruppen karakteristiske Kvzl-
stofbinding ikke synes at kunne iverksattes af Knoldbakterierne
i fritlevende Tilstand men kun i ngje Symbiose med de til
Bakterierne svarende Belgplantearter. — Under Henvisning til
dette formodede Slegiskabsforhold med Coli Aerogenes-Gruppen
er derfor udfert endnu et Par Forsggsreekker med folgende
Substrater, der har .vist sig at veere af swerlig Veerdi ved Diffe-
rentialdiagnostiken af Bact. Coli: ‘
Galde-Pepton- Laktose - Gentianaviolet - Bouillon.
Fremstillingen af Substratet foregaar efter felgende Recept:

Steriliseres ved Auto-

1 Pept
0 g Pepton klavering.

1 Liter dest. Vand
b) 10 g Laktose

10 em?® dest. Vand

4 ¢cm® 1 % vandig Opl. af Gentianaviolet

a) 50 g Oksegalde }

Oplesning b koges i 5 Minutter og sammenblandes med a. — Hen-
stand til Bundfeldning, Frahzldning paa sierile Reagensglas og slutte-
lig Sterilisalion i stremmende Vanddamp (20 Minutter i 3 paa hinanden
falgende Dage).

Undersogelsen omfatter samitlige Stammer af Lucerne-
bakterier samt de tidligere omtalte Radiobacter-Stammer. For-
soget opgeres efter 6 Dage ved 25° C. med folgende Resultat:

Samtlige Stammer af Lucernebakterier: Kun meget svag Viekst
i -Form af et finkornet Bundfald; den ovenstaaende Vaske ganske
klar.

Radiobacter-Stammerne: Lidt sterkere Vakst; mere grovfinugget

Bundfald samt enkelte grove, hindeagtige Fnug i den ovenstaaende
Veaeske.

Betydeligt sterre Forskel opnaas ved Dyrkning i samme
Substrat med Tilszetning af 1.5 %0 Agar (ligeledes Sterilisering
i strommende Vanddamp). — Forseget anlegges her som Plade-
kulturer (Udstrygning i to Fortyndingsgrader), der efter 6 Dages
Henstand ved 25° C. giver folgende Resultat:

Samtlige Stammer af Lucernebakterier: Meget ringe Veekst.
Kolonierne i 2. Fortyndingsgrad kun synlige med Lup.
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Radiobacier-Stammerne: God Veekst. Kolonier makroskopisk synlige
allerede efter 1—2 Degn. — Elter 6 Dagn: vandet-fugtige, kreds-
runde Kolonier, 2—3 mm i Diameter: homogen, ﬁnkornet Struk-
tur, mﬂrkevmlet Centrum og lysere Periferi.

@ Da de he1 registrerede Egenskaber synes at veere af kon~
stant Karakter for samtlige Bakleriestammer i saavel Radicicola-
som.  Radiobacter-Gruppen, vil det nsevnte Agarsubstrat utvivl-
somt med Fordel kunne anvendes ved Artsdiagnosen.

"Eosin-Metylenblaat-Agar (Difco’s Standardsubstrater):

Ogsaa denne Undersegelsesraekke anleegges som Udstrygnings-
kulturer i Petriskaale, der efter 5 Dages Forsegstid giver fol-
gende Resultat: .
Veekstinten-

Bakteriestammer . sitet Anm.
»Vilde« Stammer samt de sidst S Enkelt-Kolonier synlige i
isolerede Landbohgjskolestammer Lup.
{vrige Stammer af Lucerne- —  Spiring af Udsadsmateri-
bakterier alet kun synlig i Mikroskop
Radiobacter-Stammerne >><<. Enkelt-Kolonier 1—2 mm i
Diameter.

Selv under Hensyntagen til den svagt antydede Stamme-
varialion hos Lucernebakterierne er Forskellen i Vaekstinlensitet
mellemn Knoldbakterierne og Radiobacter-Gruppen saa stor, at
Substratet vil kunne anvendes til diagnostlisk Brug.

Succinat-Agar. Som Grundlag for Forsagene benyttes et
stedpudefattigt Agarsubstrat indeholdende 1 %o Natriumsuccinat
+ 1%, af en 0.5 % vandig Oplesning af Brombymolblaat.
(Nermere vedrerende Sammens®ining og Fremstilling, se en
folgende Afhandling). Forsggene anlsegges som Pladekulturer i
Petriskaale (2 Fortyndingsgrader), der efter 5 Dogn udviser
folgende Resultat:

Samtlige Stammer af Lucernebakterier: Kun svag Vakst; Kolo-
nierne smaa, punktformede, ca. 0.2 mm i Diameter, kompakle, af
maxlkeaglig Farve og Konsistens. Enkelte Stammer (Nr. 31—-36)
lidt kraftigere, mere vandet Veekst. — I alle Tilfxelde typisk Ud-
vikling af »Kapselceller« (sammenlign Side 544).

Radiobacter-Stammerne: Kraftig Vaekst med store, veludviklede.
hveaelvede eller endog halvkugleformede Kolonier, 3—5 ¢m i Dia-
meter, med lys, vandklar Rand og kompakt, stearmhgnende

" Centrum. Ligeledes tydelig Dannelse af »Kapselcellers, om end
noget svagere end hos Lucernebakterierne.
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I Lighed med de foregaaende Substrater frembyder Succinat-
Agar altsaa ulige bedre Vakstbetingelser for Bacterium radio-
bacter end for Lucernebakterier. — Substratet vil herefter
ligeledes kunne anvendes til diagnostisk Brug.

Coffein-Agar. Lige som forrige Forsegsserie anlagges
denne Undersegelsesraekke fortrinsvis med morfologiske For-
maal, til Studiet af forgrenede »Bakteroidlormer« (sammenlign
Side 542). Som Neeringssubsirat benyttes den seedvanlige Nitra-
gin-Agar med Tilsetning af forskellige Coffeinmeengder. Forsoget,
der anlsegges som Stregkulturer i Reagensglas, giver efter 6 Dogn
de i Tabel 2 oplerte Resultater.

Tabel 2. Forseg med Coffeintilsetning.

Konceptration 0 0.1 03 0.5 10
Vaekst- . § Alle Stammer:
intensitet Alle Stammer: Normal Lidt svagere Vakst

Lucernebakterier: :
Stavene lidt sterre end Ssta':_:]txlr:ii‘
normalt. Enkelte Bakte- Cillern :
Mikroskopisk Samtlige Stammer: roider. B. radiobacter: omtrenteaf
Udseende Normalt Udseende Samtlige Celler meget normal
lange, enkelte nasten For
‘orm og
traadformede. Meget tal- |
. . Sterrelse.
rige Forgreninger.
3 Lucerne- “
§° pakterier Normal Nedsat Ubeva=gelig
io - . —— ‘_, —————— - ————m o o - —— e —— -
2 Bacterinm Normal Foraget Nedsat
& radiobacter

Veaekslinlensiteten ved de forskellige Coffeinkoncentrationer
frembyder aabenbart kun svage Muligheder for en sikker Ad-
skillelse mellem Lucernebakterier og Baclerinm. radiobacter.
Derimod iagttages i de middelsterke Koncentrationer nogen
Forskel med Hensyn til Cellernes Form og Sterrelse, der ganske
vist ikke er af helt afgarende Karakter, men som dog i Tvivls-
tilfelde, vil veere til nogen Vejledning ved Artsdiagnqsen.

lV Cytologlske Forhold..

De cytologiske Karaktertreek hos Bakterierne frembyder
som Regel ikke Holdepunkter af sterre diagnoslisk Veerdi. For
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Fuldstendighedens Skyld er dog i neerverende Beretning med-
taget enkelte Undersogelser af cytologisk Natur, der seerligt
tiener til at belyse saadanne Forhold, der kan tsenkes at vaere
af Betydning ved Differentialdiagnosen mellem Lucernebakterien
og Bacferium radiobacter.

1. Cytoplasmaet.

Hos ganske unge Celler bestaar Cytoplasmaet al en homogen
Masse uden Indlejring af nogen Art. I intet Tilfelde iagllages
med Sikkerhed en specifik Cytoplasmastrukiur; den alveolsre
Cellebygning, der er almindelig i zeldre Udviklingsstadier, skyl-
des vistnok altid Tilstedevzerelse af Vakuoler og Reservenwrings-
stoffer af forskellig Art (sammenlign nedenfor Side 534).

Med Hensyn il Cytoplasmaets Forhold over for de alminde-
lige Farvestoffer og Reagenser bemsrkes iovrigt folgende:

Arthur Meyers Jod-Jodkalinmoplesning (2:1:200):
Straagul eller gulbrun Farvetone.

Fortyndet Karbolfuksin, vandig Fuksin samt van-
dig Krystalviolet (1 % Oplesning): Smukke, vel gennem-
farvede Przparater, i staerkt slimede Kulturer dog med nogen
Tendens lil Overfarvning (Fig. 4 og 5).

Loefflers Metylenblaat samt vandig Safranin: Noget
svagere Farvning, navnlig hvor det drejer sig om zeldre Kulturer.

Giemsas Azur-Eosin (Fiksering med Metylalkohol):
Cytoplasmaet antager en ren himmelblaa Farve, medens de
omlejrende Slimmasser farves intensivt redviolelte,

Fenyl-Erythrosin (Gangulee 1926) samt Bengal-Rosa
(1 g Farvestof - 0.0 g CaCl, oplest i 100 cm® 5 %o vandig
Fenoloplesning): Smukke, klare Preeparater uden Overfarvning
af nogen Art, selv efter lengere Tids Indvirkning af Farve-
oplesningen. — Kan navnlig anbefales, hvor det drejer sig om
at opnaa en skarp og preecis Farvning af selve Cellerne uden
Hensyntagen til de omlejrende Slimmasser (se Fig. 7, 8 og 9).

Cyanochin: Kan szrlig anbefales som »Negativ-Metode«
i folgende Form: Lidt Bakteriemateriale udreres paa et vel-
pudset Objektglas i en lille Draabe Cyanochin (1 %6 vandig
Oplesning); Veasken stryges ud i et ganske tyndt Lag, loft-
terres uden Fiksering og monteres paa sedvanlig Vis i Kanada-
balsam eller Cederclie (NB. Ingen Vandafskylning!). — Cellerne
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fremtreeder ved denne Metode smukt lysrosa, medens Baggrun-
den farves ren himmelblaa (Fig. 10 og 11).

Benian’s Kongometode. Cellerne udrores i en lille
Draabe frisk fremstillet vandig Kongo-Oplesning (2 %), udstryges
i tyndt Lag og luftterres uden Fiksering; derefler korlvarig Be-
handling (10—20 Sekunder) med Saltsyre-Alkohol (1 :100),
Luftterring uden Fiksering eller Vandafskylning og sluttelig
Indlejring i Kanadabalsam. — Cellerne fremtraeder ved denne
Metode ganske ufarvede men med meget tydelige Konlurer i
skarp Kontrast til den himmelblaa Baggrund; i sterkt slim-
dannende Kulturer iagltages Slimmasserne som ufarvede, ikke
skarpt afgreensede Masser, ofte udvisende en netagtig Struktur,
der formodenllig er opstaaet under Prseparationen (Fig. 12),

Harrison og Barlow’s Farveoplesning (l. c. 1907).
Kan efter Omstendighederne anvendes saavel som positiv som
negativ Metode. Aubefales til Paavisning af Slimproduktionen
samt de i wldre Kulturer optraedende »Kapselceller« (Fig. 6).

Vitalfarvning. Til Farvning af Cellerne i Jlevende
Tilstand anvendes bedst en fortyndet Oplesning af Krystal-
violet. I Praksis fremstilles Preeparatet paa felgende Vis: Paa
et velpudset Objektglas overferes en yderst ringe Mengde van-
dig Krystalviolet (1 °/o Oplasning), der udslryges i ganske
tyndt Lag, saaledes at Glasset efter Indterring af Farveoples-
ningen har aniaget en svag violet Farve. Efter Tilsatning af
en lille Draabe vandig Opslemning af den paagzldende Bak-
teriekultar tilkittes Praparatet ved at besiryge Daegglassets
Rande med en Blanding af smeltet Parafin og Vaselin, —
Cellerne er til en Begyndelse kun meget svagt farvede men
opiager efterhaanden mere af Farvestoffet, saaledes at man i
Lebet af kort Tid let finder alle enskede Afskygninger med
‘Hensyn til Farveintensitet. Metoden giver med nogen @velse
‘smukke Preeparater af saavel Cytoplasmaet som Reservenaerings-
stoffer og Kapseldannelser.

Ziehl-Neelsen-Farvning og Gram-Farvning. Begge
stedse negativt Resultat.

Kiskalt-Farvning (Som Gram-Farvning, men Affarvning
med Amylalkohol i Stedet for med absolut Alkohol). Stedse
smukt farvede Preparater, fri for Urenheder eller Udl=ldninger
af enhver Art. Metoden er navnlig at anbelale ved Fremstilling
af farvede Prazparater direkte fra Rodknoldene, hvor de se=d-
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vanlige Farvningsmetoder ellers er tilbgjelig til at give en sterk
Overfarvning af Celler og Cellerester hidrerende fra Vartplanten,
der ofte helt skjuler de indesiuliede Bakterieceller (Bakterold-
Preparater, se Fig. 2).

2. Celleveg og Slimdannelser.

Selve den unge Cellevaeg er ofte vanskelig at paavise med
Sikkerhed; de bedste Resultater opnaas ved lagtlagelse i Merk-
grandsbelysning (Zeiss’s Cardioid-Kondensor 1925, Immersions-
linse »X«), idet Celleveeggen her fremirseder som en skarpt
afgrenset, lysende Linie. — Til Paavisning i farvede Przpa-
rater kan eventuelt benyttes Delafields Heemaloxylin efler forud-
gaaende Fiksering i Sublimat-Alkoho!l eller Iseddike-Alkohol.
Som specifik Veegfarvningsmetode kan endvidere anbefales den
af Guistein (1923) angivne »Ektoplasmalarvnings, der i fore-
liggende Tillwlde udlores i falgende, let @ndrede Form:

1. Tynd Udstrygning paa Objektglas, Luflterring og Flammefik-
sering.

2. Farvning med 2% vandig Brillantgrent (2 Min.) — Vandafskylning.

3. Behandling med 3%, vandig Tanninoplesning (3—5 Min.) —
Kraftig Vandafskylning.

4. Farvning med 1% vandig Saffraninoplesning (1 Min.) — Vand-
afskylning, Terring, Indlejring.

Metoden giver som oftest tilfredsstillende Resultater, idet
Cytoplasmaet farves grant, medens Cellevaeggen i saavel yngre
som ldre Udviklingsstadier antager en tydelig red Farve.

En mikrokemisk Undersogelse af Celleveggen udfert efter
de sedvanlige gangbare Metoder giver folgende Resultat:

- Klorzink-Jod: Reaktionen usikker; vistnok svag lyseblaa Farve.
Jod-Jodkalium: Veegge nogel stzerkere farvede end Cytoplasmaet,
gule eller gulbrune, rellende mg efter Koncenlratlonen af det benytlede
Reagens.
" Jod-Svovlsyre: Svag blaaviolet Farve (usikker).

Kogning i Svovisyre (5 % H,S80, i 2 Timer); Celléveegge
deformerede eller oplasle. — Efter Udvaskning paa Centrifuge: Negativ
Reaklion med Jod-Svovisyre.

' Kobberilte-Ammoniak: Membraner deformerede eller totalt
opleste efter /2 Time,

Millons Reagens: Negativ Reaktion.

Chitosan-Reaktion efier van Wisselingh: Total Deformermg
‘ellerr Oplesning — Jodreaktion stedse negativ. : -
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Cellevaeggen bestaar altsaa hverken af ren Cellulose, pro-
teinagtige Stoffer eller Chitin men sandsynligvis af »Hemlcellu-
lose« eller dermed beslegtede Sloffer.

Naar Kulturerne er 1—2 Dagn, sker der en Forslimning
af Celleveggens yderste Lag, hvorved opstaar en mer eller
mindre veludviklet Slimkappe, der som Regel lader sig paavise
ved folgende Kapselfarvningsmetode (Kapselfarvning efter Hiss,
se Ficker 1923, Side 345).

1. Terring, Fiksering og Farvning med Krystalviolet (Konc. alko-
holisk Oplesning, ev. fortyndet 1:10) — Opvarmning /2 Min.
til begyndende Dampudvikling.

2. Afskylning i en 20°% vandig Oplesning af Kobbersulfat. (N. B.
Ingen Vandafskylning).

3. Terring og Indlejring i Kanadabalsam.

Det forslimede ydre Lag af Cellevieggen viser sig ved denne
Farvningsmelode som en ret smal, lysviolet Bremme omkring
den enkelte Bakleriecelle (Fig. 13 og 14). — Efler yderligere }/2>—1
Degns Forleb iagtlages uden om disse svagt farvede Slimkapper
ofte meegtigt udvikiede formlese Slimmasser, der farves intensivt
saavel ved simpel Farvning med fortyndet Karbolfuksin, Kry-
stalviolet eller vandig Fuksin som med Giemsa’s Azur-Eosin,
Harrison og Barlow’s Farve samt efter Hiss’s ovenfor omfialte
Kapselfarvoing. ltelge nvere Underseogelser (Kramdr 1921—22,
Hopkins, Peferson og Fred 1930) bestaar denne »Grundsubsians«
af en gummilignende, kveelstoffri Forbindelse, der ved Hydrolyse
giver reducerende Sukkerarter — for Lucernebakteriernes Ved-
kommende udelukkende Dekstrose, der kan udkrystalliseres
fra de hydrolyserede Slimmasser og identificeres i polariseret Lys.

Omkring de enkelte, stavformede Celler i seldre Kulturer
(5—10 Degn) ses tillige en velafgrenset Slimkappe, der i dette
Udviklingstrin farves seerligt smukt ved forsiglig Behandling
med fortyndet Krystalviclet, fortyndet Karbolfuksin, vandig
Fuksin eller Saffranin samt ved Farvning efter Harrison og
Barlow (Fig. 6). Ganske utvivlsomt svarer disse for Lucerne-
bakterierne meget karakteristiske Celledannelser til de af Gibson
(1927) omtalte »Cyster«, der behandles mere indgaaende i et
folgende Afsnit. '

35
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3. Reservenzringsstofier.

Medens unge Svermcelier som tidligere omtalt udviser en
fuldsiendig homogen Struktur, indeholder =ldre Celler (navnlig
de ubevegelige Stavformer) steerkt lysbrydende Smaakorn, der
repraesenterer Reservesloffer af forskellig Art. —— En mikrokemisk
Analyse efter de af Arthur Meger (1912) angivne Metoder giver
foigende Resultat:

a. Volutin. Med dette Navn betegner Arthur Meyer et
hos Baklerier og Svampe almindeligt forekommende Reserve-
stof, der lige som Cellekaernen hos hejere Organismer udviser
en meget steerk Alfinitet over for basiske Anilinfarvestoffer, men
i Modsatning til Kromatinsubstansen affarves det ikke ved
paafslgende Behandling med fortyndede Syrer. I kemisk Hen-
seende er Volutinet en Nukleinsyreforbindelse, men nzrmere
Enkellheder om dets kemiske Sammensatning foreligger ikke,
Det er uoplaeseligt 1 Alkohol, Eter og Kloroform, men oplases
let i kogende Vand eller ved kortvartg Behandling med for-
tyndede Syrer eller Alkalier (5 %0 H,SO,, resp. 5 % Na,CO,
i 5—10 Minutter). — Paa Grundlag af ovennaevnte Reaktioner
udfores den mikrokemiske Volutinpaavisning med folgende
Resultat: ‘

Neissers Kornfarvning: Celler gulbrune, med talrige marke-
blaa Smaakorn.

Giemsa’s -Azur-Eosin (Fiksering i Metylalkohol): Lyseblaat
Cytoplasma med karmosinrede (metakromatiske) Smaakorn.

Metylenblaat 1:10—1 % Svovlsyre. Inden Syrebehandlingen:
Cytoplasmael lyseblaat, med intensivt farvede merkeblaa Smaakorn.
Efter Syrebehandlingen: Cellevaegge og Cytoplasma fuldstaendigt affar-
vede, medens de navnte Smaakorn er svolmet op uden nzevneveerdig
Formindskelse af den oprindelige Farveintensitet.

Metylenblaat 1:10—5 % Natrinmkarbonat: Cytoplasmaet
affarves straks, de sterki farvede Smaakorn forst efter lengere Tids
Forleb. "

Metylenblaat 1:10—Jod-Jodkalium— Natrinmkarbonat.
Efter Jodbehandlingen: Intensivt farvede Smaakorn. Eflter Sodatilszet-
ningen: Total Affarvning.

Karbolfuksin—1 % Svovlsyre—5 % Svovlsyre, Efter Be-
handling med 1 %o Svovilsyre: Intensivt farvede Smaakorn i god
Kontrast til det ufarvede Cytoplasma. Efter Tilseetning af 5 %o Svovl-
syre: Total Affarvning af Simaakornene.

Kogning—Karbolfuksin—1 % Svovlsyre. Efter Kogning i 5
Minutter, Farvning i 5 Min. og Tilseetning af 1 °6 Svovlsyre: Total
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Affarvning af hele Cellen og 'samtlige Celle- Elementer bmaakomene
opleste.

5 % Svovlsyre—Karbolfuksin—1 %, Svovlsyre. Total Af-
farvning og Oplesning af Smaakornene.

Metylenblaat-Phosphin. Praparatet t@rres, flammefikseres
og farves 1 Minut med 1 % Karbolmetylenblaat; derefter Differentie-
ring i 1 % vandig Phosphin, Vandafskylning, Torring og Indlejring i
Kanadabalsam: Cytoplasmaet gult, Smaakornene grenne, (Schumachers
Reaktion).

.Samtlige Undersogelser viser altsaa, at Cellerne indeholder
Volutindraaber eller Votutinkorn, der efter Udfaldet af den
sidst anferte Reaktion maa antages overvejende at bestaa af fri
Nukleinsyre (Schumacher 1925. Sammenlign ogsaa Stapp 1936).

b. Fedt. llolge Arthur Meyer er Fedt det hos Baklerierne
hyppigst forekommende Reservestof. Det aflejres i Cellerne som
ret store, kugleformede Draaber, der er sterkere lysbrydende
end de evrige Cellebestanddele. Ved hej Indstilling af Mikro-
skopet fremtreeder de noget lysere, ved dyb Indstilling noget
merkere end det evrige Celleindhold.

I kemisk Henseende udmerker Fedtdraaberne sig ved fel-
gende Egenskaber: De er oplgselige i Iseddike og Kloralhydrat,
men paavirkes ikke ved Behandling med Alkohol eller Kloro-
form (Arthur Meyer 1912, Side 227). De farves ikke af vandige
Anilinfarvestoffer men intensivt af kogende Karbolfuksin, der
fastholdes efter Behandling med 5 %0 Svovisyre. Med Dimetyl-
Parafenylen-Diaminbase og «-Naftol i fortyndet Sodaoplesning
giver Fedtdraaber en meget kraftig Blaafarvning (»Naftolblaal-
Reaktionen<), medens Dimetyl-Amido-Azobenzol og Sudan III
giver de velkendte smorgule, respektiv gnlrede Farvereaktioner.
Videre se Arthur Meyer (1912) samt Eisenberg (1909).

Allerede .en Undersegelse af levende, ufarvet Materiale
lader formode Tilstedeverelsen af Fedt i Form af sterkt lys-
brydende Korn, der navnlig i de ubeveaegelige Stavformer
er af meget igjnefaldende Karakter. Den endelige Verifikation
fremgaar af folgende mikrokemiske Reaktioner:

Behandling med Kloralhydrat: Kornene flyder sarnmen under
Dannelsen af en homogen Masse, der efterhaanden synes at gaa i
Oplesning. '

Iseddike: Kornene oplases efterhaanden, efterladende et Hulrum,
dér ved hej Indstilling af Mikroskopet fremtreeder noget morkere end
Cytoplasmaet.
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Metylenblaat 1:10 (Fugtigt Preeparat): Kornene farvelase, Cyto‘-
plasmaet lyseblaat, Volutinkornene merkeblaa.

Giemsas Azur-Eosin: Fedldraaberne farves ikke, men Celleme
fremtreeder med alveoleer Struktur og metakromatisk farvede Volutin-
korn.

Karbolfuksin, 5 %. Svovlsyre: Efter Opvarmning med
Karbolfuksin til begyndende Kogning, 5 Min. Henstand og Affarvning
i5 % Svovlsyre: Fedtmasserne intensivt rede, de avrige Cellebestand-
dele affarvede.

Dimetyl-Amido-Azobenzol: Tydelig Gulfarvning.

Metylenblaat, Sudan IIl: Cytoplasmaet lyseblaat; Volutinkorn
merkeblaa, Fedtdraaber tydeligt rede.

Naftolblaat-Reaktionen. En ringe Mzengde af en ung Agar-
beleegning udreres i en Draabe frisk fremstiliet Oplesning af Dimetyl-
Parafenylen-Diaminbase (1 %o vandig Oplgsning), hvortil sattes en
Oskenluld «-Naftol, oplest i 1 % Sodaoplesning. — Efter nogle Minutlers
Henstand antager de formentlige Fedtdraaber en ren merkeblaa Farve.

Det maa herefter betragtes som fastslaaet, at de store, Iys-
brydende Masser, der navnlig er fremherskende i de ubeveegelige
Stavformer, bestaar af Fedt.

c. Glykogen og logen. Stivelseslignende Reservestoffer aflejres
ret almindeligt i Bakterieceller i Form af mer eller mindre
tyktflydende Draaber, der kun i ringe Grad er modtagelige
for de smdvanlige Bakieriefarvestoffer. De opleses let ved
Behandling med Diastase eller ved korlvarig Kogning med
fortyndede Syrer. Paa Grundiag af Forholdet over for Jod-
Jodkalium skelnes mellem Iogen og Glykogen, af hvilke forst-
nevnte farves morkeblaa allerede efter Tilseetning af en yderst
ringe M®ngde Jod-Jodkalium, medens Glykogenet efter Tilsat-
ning af en lidt steerkere Oplesning anlager en dyb redbrun
Farve.

I foreliggende Tilfeelde er Undersogelsen gennemfert med
folgende Resullat:

Jod-Jodkalium, svag Koncentration (2:1:200). Bakterierne
rores ud i en lille Draabe Vand, hvorefter tilsazttes saa meget Jod-Jod-
kalium, at Draaben netop antager en svag gullig Farve: Cyloplasmaet
farves svagt gult, medens Fedtdraaberne farves noget steerkere. I intet
Tilfzelde iagttages blaaligt farvede Korn. — Efter yderligere Jodtilseat-
ning farves Fedtdraaberne smukt gyldentbrune; derlmod mangler et-
hvert Tegn paa Forekomsten af Glykogen.

Kontrolforseg: a) Forseg med Bacillus aslerosporas {fra Krals
Kultursamling), der af Arthur Meyer (1903, 5. 78) benyties som For-
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sogsobjekt til Demonstration af positiv Glykogenreaktion: Kornene an-
tager en karakteristisk redbrun Farve, der udelukker enhver Forveks-
ling med de hos Lucernebakierierne forekommende, gulligt farvede
Fedtdraaber. — b) Forseg med Bac. amylobacter’ (= Clostridium Paslo-
rianum, fra Ophobningskultur af Azolobacter i Beijerincks kvelstoffri
Mannitoplesning): Allerede efter ganske ringe Jodtilsetning giver de :
sporulerende Celler den karakieristiske blaa Iogen-Reaktion.

Bests Glykogenfarvning (se Hartmann og Schilling 1917, S. 263):
Negativt Resultat.

Tannin-Ferrikloriad (se Arthur Meyer 1920, S. 263): Ligeledes
negativt Resultat. — Det maa dog bemsrkes, at heller ikke Kontrol-
forsegene med Bacillus aslerosporus giver tydelig positiv Reaktion.

Som Hovedresultat af samtlige her refererede Undersogelser
fremgaar altsaa, at der i Cellerne af Lucernebakterier aflejres
Volutin samt navnlig Fedt, der paa Grund af Reaktionen med
Karbolluksin-Svovlsyre (se ovenfor Side 536) kan give Anled-
ning til den i Litleraturen undertiden forekommende Angivelse,
at Knoldbakterierne skulde veere delvis syrefaste ved Farvning
efter Ziehl-Neelsen. — Derimod aflejres der ikke Reservestoffer
af stivelseslignende Karakter; de i Litteraturen forekommende
Angivelser i modsat Retning skyldes formodentlig en Forveksling
med Fedtdraaber, der ved Anvendelse af en for steerk Oplesning
af Jod-Jodkalium giver en gyldenbrun Farve, men aldrig den
for Glykogendraaber karakteristiske redbrune Reaktion,

4. Cellek®rner og l(zemeazkvwalenter.

Spergsmaalet om Kezerneforholdet hos Bakterierne har gen-
nem Aarene givet Anledning til megen Diskussion, idet Kerne-
paavisning i Bakteriecellen er forbundet med meget store.tek-
niske Vanskeligheder. Man har fra forskellig Side endog helt
villet benxegte Tilsledeveerelsen af Cellekserner hos Bakterierne,
der 1 Stedet herfor menes at vare udstyret med et saakaldt
»Chromidialsystem«. af chromalinlignende Substans, der til
Tider opleses diffust i Cytoplasmaet, medens det i1 andre
Udviklingsstadier kondenseres til keernelignende Smaakorn (Guil-
liermond 1906 m. fl.; se Arthur Meyer 1912),

.. Ogsaa for Knoldhaktenemes Vedkommende foreligger mod-
stridende Beretninger, formodentlig hidrerende fra Forveksling
med de ovenfor omtalte Volutinkorn. Detle Usikkerhedsmoment
kan dog reduceres betydeligt ved ferst at oplese Volutinet ved
Kogning og derpaa at behandle Praeparatet i Overensstemmelse
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med de szdvanlige Kzrnefarvningsmetoder (Hsematoxylinfarv-
ning efter Heidenhain eller Delafield). — I de saaledes fremstil-
lede Preaparaler iagttages ofte Baklerieceller med 1 eller 2
inlensivt farvede Smaakorn, der muligvis vil kunne tydes som
Cellekerner eller Kerneekvivalenter. Imidlertid synes de ikke
ved Hydrolyse med fortyndet Saltsyre og paafelgende Behand-
ling med Schiff’'s Aldehydreagens at give den af Feulgen (1929)
udarbejdede »Nuklealreaktion«, der ellers er karakteristisk for
alle =gle Cellekserner indeholdende Tymonukleinsyre. Heller
ikke Milovidov (1935) har hos Knoldbakterierne kunnet opnaa
tydelig Nuklealreaktion men kun en svag diffus Farvning, der
dog forst bliver tydelig ved massevis Sammenhobning af Bak-
teriecellerne. Tydningen af de omtalte steerkt farvede Smaakorn
som Cellekserner maa allsaa forelebig betragtes som proble-
matisk. — Hele Forholdet er dog ifelge Sagens Nalur absolat
uanvendeligt som diagnostisk Karaktertraek og skal derfor ikke
uddybes ngjere i denne Forbindelse.

V. Aivigende Celleformer.

Lige som alle andre Mikroorganismer er Knoldbakterierne
af overordenllig plastisk Karakler, idet Cellernes Form, Slor-
relse og Udvikling i hej Grad er afhsengig af de forhaanden-
veerende Dyrkningsbetingelser. Forholdet kompliceres yderligere
derved, at en Del af Udviklingskredsen -— i hvert Fald under
visse Betingelser — foregaar i Belgplanternes Rodknolde, hvor
Bakterierne antager en anden Form end den, der er velkendi
fra Renkulturer paa kunstigt Substrat.

1. Bakteroidformerne.

Infektionen af de unge Balgplanter foregaar gennem Rod-
haarene, hvis Cellevegge bringes i Oplesning ved enzymatisk
Virksomhed af de i Jordbunden frit levende Knoldbakterier.
Efter saaledes at veere treengt ind i Veertplanten, paabegynder
Bakterierne en livlig Celledeling i Rodhaarene, der efterhaanden
opfyldes af smaa stavformede Baklerier, sammenholdt af en
geléagtig Grundsubstans. Herved fremkommer den saakaldte
»Infektionstraade, der efterhaanden bryder sig Vej frem til det
egentlige Rodveev, hvis Celler paa Grund af Baklerievirksom-
heden pirres til foreget Vzekst og Celledeling og herved foraar-
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sager Dannelsen af de for vedkommende Balgplanteart karak-
teristiske Rodknolde.

Under Indflydelse af Veertplanten tiltager Bakteriecellerne i
Rodknoldene betydeligt i Sterrelse og omdannes sluttelig til
plumpe, uregelmsaessige Celleformer, de saakaldte »Bakteroidere,
der hos visse Belgplanter, f. Eks. Art, udmnserker sig ved en
meget kraftig Forgrening, medens de hos Lucernen fortrinsvis
optreeder som opsvulmede Kelleformer med kamret (»alveolserc)
Struktur (Fig. 2). De farves lige saa intensivt af basiske Anilin-
farvestoffer som de tilsvarende Stavformer i Renkulturer; szrlig
den saakaldte Kiskalt-Farvning giver som tidligere omtalt meget
smukke og klare Preparater uden nsevneveerdig Medfarvning
af Celle-Elementer fra Rodvaevet.

Af =ldre Bakteriologer betragtedes Bakteroiderne som en
kvelstofbindende »Arbejdsforme, tilpasset Livet i Knoldene og
udrustet med szerlig Evne til Kvealslofbinding fra Luften (Nobbe
og Hiliner 1893. — Se Ldohnis 1927, Side 23). I nyere Tid
helder man dog mere til den Anskuelse, at Bakleroiderne er
Degenerationsformer, der for eller senere vil gaa i Opiesning
under Frigorelse af det i Cellesubstansen fastlagte Kvalslof,
der herved gores tilgengeligt for Veertplanten. I skarp Mod-
seetning hertil staar endelig en tredie Anskuelse, der under
Indflydelse af de nyere Teorier vedrerende Bakleriernes »Pleo-
morfic vil tyde Bakteroiderne som Beholdere (»Gonidiangiers)
for serlige Formeringsceller (»Gonidier«), der atter skulde vare
i Stand til at gendanne de ssedvanlige Stavformer (Lohnis 1916,
1921, Thornton og Gangulee 1926, Gibson 1928, Kas 1927 m. fl)).

Skent Spergsmaalet om Bakteroidernes Funktion og videre
Skebne saaledes nappe kan siges at vare endeligt besvaret,
bar det dog undersireges, at det hidiil ikke er lykkedes med
Sikkerhed at folge den videre Udvikling af Bakteroiderne
direkte under Mikroskopet. De Rossi (1907, Side 310) menet
at have iagttaget deres Omdannelse til slimede Masser, hvorfra
efter flere Dages Forlgb atter udvikledes smaa Stavformer,
men senere Forfattere har dog forgeves sogt at faa Bakteroid-
erne til at spire paa kunstigt Substrat. Miiller og Stapp (1925)
har som de forste foretaget talrige Eencelle-Isolationer af Bak-
teroider uden at konslatere ringeste Tegn paa Udvikling, hvor-
for de belragter Bakieroiderne som »Teratologiske Celleformers.
Sporgsmaalet er senere bl. a. undersegt af Fred, Baldwin og
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Me Coy (1932, Side 56) der af 10 Bakteroidceller, isoleret ved
Eencelle-Teknik, kun fandt Udvikling i 2 Tilfeelde, samt Almon
(1933), der kun registrerer Udvikling i 1 Tilfelde af 411%). —
QOgsaa egne Forseg tyder i samme Retning: Af 11 Eencelle:
Isolationer af Bakteroidformer, foretaget paa Agarplade med
Peterfiis Mikromanipulator, iagtloges kun i et enkelt Tilfselde
en begyndende Udvikling, der dog gik i Staa allerede efler at
den forste Celledeling var tilendebragt; de gvrige 10 Celler
afblegedes steerkt efler et Par Dages Forleb og var sluttelig
kun til at skelne som ulydelige Skyggeformer.

Ved Vurdering af de her refererede Resultater maa det
dog erindres, at et negativt Spiringsforseg aldrig er helt bevis-
kraftigt; dette gelder ikke miundst ved Eencelle-Isolationer, der
meget ofte udviser er paafaldende ringe Spiringsevne (5—10
%/0), selv 1 saadanne Tilfelde, hvor de isolerede Celler er
ganske unge og i enhver Henseende af typisk Karakler. For
Bakteroidformernes Vedkommende afh@nger Resultatet utvivl-
somt endvidere af det til Isolationsforsegene benytiede Celle-
materiale: Tages defte fra ganske unge Rodknolde, finder man
her alle Udviklingsstadier repraesenteret, lige fra sterkt omdan-
nede Bakteroidformer til mere regelmassige Stavformer, der
ikke afviger veesentligt fra de i Renkulturer forekommende
Udviklingsstadier; ret naturligt maa en saadan Bakteriepopu-
lation selvfelgelig ogsaa udvise en ret vidtgaaende Varialion
med Hensyn til Cellernes Vitalitet, hvilket formodenltlig er den
naturlige Forklaring paa de tilsyneladende uoverensstemmende
Forsegsresultater. :

1) Ved Eencelle-Isolation forstaar man en Isolationsteknik, hvor man ved
Hjeelp af et kompliceret mekanisk Apparat (en »Mikromanipulater«) udprapa-
rerer og isolerer een ganske bestemt Bakteriecelle af en Bakterieblanding,

_felger dens videre Udvikling ‘Trin for Trin under Mikroskopet og sluttelig
— ligeledes under mikroskopisk Kontrol — afpoder den fremkomne Mikro-
koloni og forer den over i nyt, sterilt Substrat. En saadan Renkultur, om
hvilken man med absolut Sikkerhed ved, at den nedstammer fra een og kun
cen, under Mikroskopet kontrolleret Bakteriecelle, betegnes som en »Eencelle:

- knlture, — Metoden giver altsaa absolut Sikkerhed, men krever til Gengeld
saavel et kostbart Apparatur som en ikke ringe teknisk Fzrdighed. Ved visse
Undersogelser af speciel Karakter maa saadanne »Eencellekulturer« betragtes
som et uafviseligt Krav, lige som Metoden i det hele taget giver meget stor
Betryggelse ved den primre Rendyrkning af Knoldbakterier, hvor den store
Fare jo netop ligger i Muligheden for en latent  Foruvening med Bacferinm
radiobacter. . ) : ) L
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‘Alle Forhold taget i Betragtning maa i hvert Fald de mest
typiske Bakteroider vistnok beiragles som hendgende Celle-
former, medens Spiringsevnen er delvis bevaret i de mmdre
omdannede Udviklingsstadier. - ‘ »

Foruden i Rodknoldene ireffes Bakteroiderne undertlden i
Renkuliurer paa kunstigt Substrat, hvor de oftest oplireder
som sterkt forgrenede eller opsvalmede Celler uden den ejen-
dommelige kamrede Struklur, der er karakteristisk for de i
Rodknoldene forekommende Bakleroider, Fanomenet kan igv-
rigt veere noget forskelligt udviklet hos de forskellige Stammer
af Lucernebakterier. Seerlig bemerkelsesveerdig i saa Henseende
er Stamme Nr. 59B, isoleret 1936 ved Spredning fra Rodknolde,
opstaaet spontant (uden forudgaaende Podning) ved Dyrkning
af Lucerneplanter i Kar med Jord, stammende fra Landbo-
hagjskolens Forsegsmark (Fig. 15).

Fra 6 veludviklede og velisolerede Kolonier af normalt Udseende
anlegges Kulturer paa Nitragin-Agar; af disse 6 Kulturer udvikles de
5 til den sszedvanlige Kulturtype med livligt beveegelige Sveermceller,
medens den 6. udviser mindre Bevageligshed men et paafaldende stort
Antal forgrenede Celleformer, der i 3-Dages Kulturer andrager ca. 5—
8 % af det samlede Celleantal. Denne udssdvanlige Tendens til Bak-
teroidannelse, der ievrigt ikke var forbundet med synlige Afvigelser i
kulturel eller biologisk Henseende {Podningsforsgg paa slerile Lucerne-
planter), bevaredes dog kun nogle faa Kulturgenerationer og forsvandt
slultelig totalt efter 5 paa hinanden folgende Overpodninger paa Ni-
tragin-Agar, foretaget med ca. 6 Dages Mellemrum™}.

Eksperimentelt begunstiges Bakteroiddannelsen i Renkul-
turer ved Dyrkning i flydende Substrat, muligvis som Felge af
den formindskede Iltspsending i Vaskekulturer sammenlignet
med Overfladekulturer paa Agarsubstrat. Endvidere fremmes
Bakleroiddannelsen ved Tilsetning af Ekstrakt af Balgplantefro
eller Kimplanter, ved Nzerverelse af forskellige Sukkerarter samt
organiske Syrer (Fred, Baldwin og Mc Coy 1932, Side 62). En
lignende Virkning udeves af visse uorganiske Forbindelser
(Magniumklorid og Caesiumklorid — Miiller og Stapp 1925)
samt Planlealkaloider, af hvilke navnlig Coffein har vist sig

) Den paageldende Kultur blev forst isoleret paa et Tidspunkt, hi'or
det sammenlignende eksperimentelle Arbejde allerede i Hovedsagen var tl!-
endebragt. Fraregnet det her anferte er denne Bakteriestamme, der ellers l
andre Henseender er fuldstaendlg norma] lkke medtaget ved Pors;agsopgare]sel ne
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overordentlig virksom (Zipfel 1911, Barthel 1921, 1922). — Sml.
de tidligere anferte Forseg med Tilssetning af Krystalviolet
(Side 525) og Coffein (Side 529). — Hvorvidt disse eksperimentelt
fremkaldte uregelmeessige Celleformer i enhver Henseende kan
sidestilles med de naturligt forekommende Bakteroider med
typisk »alveoleer< Struktur maa dog visthok betragies som
tvivisomt.

2. Ern®ringsmodifikationer.

Som allerede ovenfor omtalt, er Lucernebakteriernes Form
og Sterrelse i hej Grad afhwengig af de forhaandenvarende
Dyrkningsbetingelser. Hvilke Former man vil betragte som
»normale« og hvilke man vil indrubricere under Betegnelsen
»Ernzringsmodifikationer« kan ofte veere vanskeligt at algore,
men rent vedtegtsmessigt betragter man dog de Udviklings-
stadier, der iagttages ved oplimal Cellevaekst og Celledeling,
som de for Arten karakteristiske »Normalformer«. For Lucerne-
hakteriernes Vedkommende maa man i Overensstemmelse her-
med betragte den ovenfor (Side 512) beskrevne Vazkst og Ud-
vikling paa »Nitragin-Agar< ved 25° C. som den »normale« —
en Opfattelse, der yderligere understottes ved Dyrkningsforseg
i steril Jord, idet Lucernebakterierne under disse »nalurlige«
Forhold udviser ganske samme Form, Sierrelse og Udviklings-
gang som i optimalt udviklede Agarkulturer (Thornton og Gan-
gulee 1926).

En ganske ringe ZAndring i Substratets Sammensstning
eller Reaktion medferer ofte en igjnefaldende /Endring af den
fremherskende Celleform. Ifelge Bewley og Hutchinson (1920)
inducerer Magnium- eller Kalciumkarbonat Dannelsen af ellip-
soidiske Svaermeceller'). Klorider, Sulfater og Nitrater synes
derimod at veere uden n®vnevezerdig Virkning.

') Ifalge Thornton og Gangulee (1926) fremmes Dannelsen af smaa, bevaege-
lige Svarmeeller steerkt ved Dyrkning i Mwelk med Tilseetning af en ringe
M=engde Kalciumfosfat. Forholdet menes at veere af praktisk Betydning ved
Lucernefroets Podning med Nitragin-Kulturer, hvorfor man bl.a. i England
anbefaler ved Poduning af Udszden at opslemme Bakteriekulturerne i Maelk
med Ti‘lsaetning af en ringe M=engde ‘Kalciumfosfat: herved begunstiges Dan-
nelsen af svermende Smaaceller, hvilket igen skulde medfore en hurtigere
Udvikling af de i Jordbunden overforte Knoldbakterier og sterre Mulighed
for en kraftig Infektion af de unge Lucerneplanter (Thornton 1929). — Ved
Anvendelse af en tilstreekkelig Podemzngde stammende fra unge livskraftige
Baltteriekulturer er denne Fremgangsmaade formentlig uden sterre Betyduning
for Opnaaelse af et tilfredsstillende Resultat.
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Med Hensyn til Celleformen paa de almindelige Kultur-
substrater bemserkes ievrigt felgende:

Ked-Pepton-Agar (Difco): Talrige uregelmassige Stav-
former, navnlig sterkt fremirsedende i ganske unge (18—24
Timer gl.) Kulturer. lovrigt ret steerk Stammevariation, hvis
Yderpunkter reprasenteres af ’

L,.: Cellerne af ret normal Sterrelse, undertiden for-
grenede, samt

L,,: Cellerne nsesten alle ubevagelige, staerkt forstarrede
og kolleformet opsvulmede eller forgrenede (se Fig. 16, 17 og 21).

Kod-Pepton-Bouillon (Difco): Cellerne i unge Kullurer
livligt bevaegelige, de stavformede Udviklingsstadier ofte noget
uregelmeessige, kolleformet opsvulmede eller forgrenede (NB.
Ogsaa de forgrenede Celler ses ofte i livlig Bevzaegelse) — Ingen
Stammeforskel. ‘

Kartoffel: Selv i ganske unge Kulturer er Cellerne over-
vejende korte og plumpe, ofte neermende sig Kugleformen, neesten
alle ubeveegelige. Tairige uregelmassige Celler, ofte med Op-
svulmninger og Forgreninger. Med Alderen nogen Tendens
til at gaa over i afblegede »Skyggeformerc<. — Ingen Stamme-
forskel (Fig. 18). ‘

" Ashby’s Agar: Svaermcelledannelsen sterkt formindsket.
Efter 2—3 Dage udelukkende plumpe, ubevaegelige, opsvulmede
Kortstave. — Ingen Stammeforskel (Fig. 19).

Melk: Sterk Svermcelledannpelse, navanlig i yngre  Kul-
"turer (sammenlign ovenfor); senere ubevaegelige Smaaslave.
Starre Stavformer (saavel bevaegelige som ubevagelige) optraeder
kun sjeldent; ingen uregelmaessige eller forgrenede Celler. —
Ingen Stammeforskel. ~

Agar med Tilsetning af forskellige organiske For-
bindelser. Af de til Forgeringsundersogelserne benyttede
organiske Forbindelser (se en folgende Forsggsberetning) er der
paa dette Sted navnlig Grund til at fremheve folgende:

Mannit: Virker sizrkit fremmende paa Dannelsen af uregelmezes-
sigt opsvulmede eller forgrenede Celleformer.

Sorbit: Nmsten alle Cellerne svagt pereformede eller tilspidsede
ved begge Cellepoler; enkelte staerkere opsvulmede eller forgrenede.

Laktose: Cellerne let opsvulmede, enkelte med Forgreninger.

Salicin: Navnlig i yngre Kulturer talrige uregelmassige Celler;

i ®ldre Stadier typiske s:Kapselceller< samt steerkt opsvulmede eller
forgrenede Celleformer. -
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Natriumsuccinat; Cellerne i yngre Kulturer noget: sterre end
paa Nitragin-Agar, mere plumpe, ofte noget uregelmessige: i eldre
Kulturer typiske »Kapselceller« med dobbelt-konlureret Cellevaeg (se
‘ixde 528).

2 avrigt er de ovennzvnte orgamske Stoffers Indﬂydelse
paa Celleformen noget varierende fra Stamme til Stamme.
Eksempelvis kan nsevnes, at den af Mannit fremkaldte Form-
endring (Opsvulmning og Forgrening) er seerlig sterkt frem-
treedende hos L,,, medens omvendt Celleformen hos L, ikke
paavirkes 1 nsevneverdig Grad.

8. Udviklingscyklus og Pleomorh

Som allerede tidligere omtalt har forskellige nyere Fmtat-
tere — saaledes navnlig Bewley og Hulchinson. (1920) — villet
haevde, at Knoldbakterierne gennemlaber en regelbunden cyklisk
Udvikling, der i grove Traek kan skematiseres ved den nedenfor
gengivne Tekstfigur. Denne Opfattelse er senere nermere uddybet
af Thornton og Gangulee (1926), der ved Dyrkningsforseg i steril
Jord har kunnet paavise en Ud-
viklingsgang neje svarende lil den
af Bewley og Huichinson angivne,
samt Gangulee (1926), der fandt,
at alle de nzevnle Udviklings-
stadier optreeder samtidigt selv i
ganske unge Kulturer, men at de
bevaegelige »Kokformer« er pro-
centvis overvejende under For-
sogshetingelser, der er oplimale
for Celleveekst og Celledeling. —
Som allerede tidligere omtalt. er
lignende Forhold genfundet ved
nerverende Undersogelse; hvor-
vidt man saa igvrigt vil betegne
dette Forhold som veritabel » Pleo-

Skematisk Fremstilling af Knold-
bakteriernes Udviklingseyklus.
1. Frigjorte Smaakorn. 2. Ubévaege-
morfi< eller kun opfatte det som lige »Prae-Svarmerec. 3. Sveermende
et specielt Udtryk for den almen- Smaastave. 4. Svzrmende sterre

gyldige Regel’ at Cellerne‘s Form Stave. 5. Ubevaagelige Stavformer

og Storrelse i enhver Bakterie- M¢dhomogenStruktar. 6. Ubevarge-
lige @ldre Stavformer med belte-

kultur er underkastet en cyklisk ;.o oo
Variation betinget af Kulturens (Efter Thornion og Gangulee}.
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Alder, bliver i sidste Instans selvfelgelig et Spergsmaal af ren
konventionel Karakter. — Sammenlign Henrici (1928) samt Clark
(1928).

Steerkere udtalt kommer de nyere Teorier vedrerende Bak-
teriernes Pleomorfi til Udiryk i et Arbejde af Gibson (1928),

der helt og fuldt slutter sig til de af Léhnis (1916, 1921, 1923)
~ fremsatte Teorier, ifelge hvilke Bakterierne ikke alene formerer
sig ved simpel Tvedeling, men tillige ved Knopskydning (som
Geerceller) eller ved Uddannelse af szrlige Formeringsceller, de
saakaldte »Gonidier<, der opstaar i specielle Moderceller, ofte
af ussedvanlig Form og Sterrelse (»Gonidiangier«). I visse Til-
feelde er disse Gonidier af saa ringe Sterrelse, at de er i Stand
til at passere Bakteriefilire af Infusoriejord eller uglasseret
Porcellensmasse (Berkefeld- resp. Chamberland-Filtre), der ellers
er i Stand til at tilbageholde Baklerieceller af den swedvanlige
Storrelsesorden  (»Filtrerbare Udviklingsstadier<). Endvidere
hevdes Knoldbakterierne at veere i Besiddelse af serlige Hvile-
former, de saakaldte »Mikro-Cyster<, lige som de i visse Ud-
viklingsstadier skuide smelte sammen til amorfe Slimmasser
(Léhnis’s »Symplasmac), i hvilke senere opstaar velafgrensede
Smaakorn (Regenerationskorn, sregenerative units<), der an-
gives at gendanne de seedvanlige vegetative Celleformer. —
QOgsaa Kds (1927) slutter sig for Knoldbakteriernes Vedkom-
mende 1il disse nyere Pleomorfiteorier, idet han tillige angiver,
at de af ham konstaterede Gonidier er mere modstandsdyglige
mod Udlerring end de sedvanlige vegetative Celler, og at de
navnlig opstaar ved langsom Udterring af Agar- eller Gela-
tinesubstrater.

Skent detle interessante og i sine Konsekvenser meget vidt-
rekkende Problem falder noget uden for Rammerne af neer-
verende Undersegelse, skal dog omtales et enkelt Forhold,
nem!lig Forekomslen af de af Gibson beskrevne »Mikro-Cystér’«,
der efter de hidtidige Iagtiagelser synes at veere af nogen diag-
nostisk Vzerdi.

Underspger man ufarvede Preeparater fra 1—2 Uger gamle
Kulturer paa Nitragin-Agar, iagttages kun de sadvanlige vega-
tive Celler, overvejende repraesenteret af store, ubeveegelige Stav-
former af regelmeessig Karakter. Anvendes derimod en - let
Farvning med fortyndet Karbolfuksin (N. B: Undgaa Over-
farvning!) eller Farvning efter den af Barlow angivne Metodik,



546

iagttages, at et meget stort Antal af Cellerne er omgivet af én
mer eller mindre velafgreenset Slimkappe, der farves intensivt
af de paagzldende Farvesloffer, medens Cellernes Cytoplasma
kun farves relalivt svagt (Fig. 6). Celler af denne Karakler er
i det foregaaende betegnet som »Kapselceller«. En Sammen-
ligning med de af Gibson offentliggjorte Mikrofotografier (l. c.
Fig. 11 og 13) lader imidlertid ingen Tvivl om, at vi her staar
over for Dannelser af identisk Karakier. — Om disse »Mikro-
cyster« og deres biologiske Egenskaber bemsrkes iovrigt fol-
gende:

Cellernes Oprindelse lader sig ikke studere ved kontinu-
erlig Undersegelse i heengende Draabe eller Agarblok, idet
»Mikrocysterne« som for navnt kun kan skelnes fra de sad-
vanlige Stavformer i farvede Praeparater. En omhyggelig Gennem-
gang af vitalfarvede Preeparater fra 5—10 Dages Kulturer lader
dog ingen Tvivl om Oprindelsen, idet man her finder alle
Udviklingsstadier fra de ssdvanlige ubevagelige Stavformer,
omgivet af et tyndt kapsellignende Slimlag, il de feerdigdannede
»Mikrocyster«, omgivet af velafgreensede Vaegge med {iydelig
Daobbeltkontar. ,

Fremkomsten af sMikrocyster« er sieerkt afheengig af det
anvendle Substrat. Typiske Udviklingsstadier iagtlages med stor
Regelmsessighed paa Nilragin-Agar og Succinat-Agar, men mang-
ler paa Kartoffel, Kod-Pepton-Agar, Ashby’s Agar samt alle
Gelatinesubslrater.

Mikrocysiernes Spiring forleber ifl. Gibson polert: Cyste-
vaeggen gennembrydes, og den unge Kimslav vokser ud ganske
som ved poleer Spiring af de hos Bacillus-Arterne forekommende
Endosporer (se Gibson, Fig, 13). Detle Forhold er nelop af-
gorende for Gibsons Opfatielse af de nevnle Dannelsers morfo-
logiske Karakter: »The reason why such forms are classed as
mikrocysts is that their further development consists of a ger-
minalion similar in every way to that of spores« (l. c. Side 81),
— lIfolge egne lagtlagelser er Gibsons Angivelser dog ikke af
almengyldig Karaktier, idet »Spiringsprocessen« langt oftere fore-
gaar ved en simultan Oplgsning af »Cystevaeggen«, hvorved den
indesluttede Bakteriecelle gradvis frigeres uden Sprangning eller
Gennemvoksning af den omgivende Membran. (Vitalfurvning
samt direkte kontinuerlige Undersogelser under Mikroskopet af
Cellemateriale fra 6—8 Dage gl. Kulturer paa Succinat-Agar,
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hvor de modne Cyster som ovenfor nevnt er serdeles tyde-
lige selv i ufarvet Tilstand). — Samtidig maa dog bemerkes,
at man ret ofte ser saavel den af Gibson angivne Spirings-
maade som de af ham beskrevne tomme Cystehylstre, enten
dette nu skyldes, at »Hylsteret« er en efterladt Rest fra en
forudgaaende Spiringsproces eller er opstaaet ved Preepara-
tionen, idet den indesluttede Bakteriecelle herved er presset ud
af Membranen.

Med Hensyn til Mikrocysternes biologiske Egenskaber be-
meaerker Gibson, at de ikke er i Besiddelse af sterre Resistens
over for ekstreme Temperaturer end de seedvanlige Celleformer,
men nzermere Oplysninger om dertil svarende Forsgg mangler
tolalt. Til nzrmere Belysning af dette Forhold er derfor anstillet
et Opvarmningsforsag med Cellemateriale af forskellig Alder, hid-
rerende fra Kulturer paa Nitragin-Agar og Succinat-Agar (Stamme
L,,). Forsegene, der er udfert i Overensstemmelse med den af
Forf. tidligere beskrevne Metodik (1. c. 1933) giver de i Tabel 3
oplerte Resultater:

Tabel 3. Lucernebakteriernes Termoresistens.

Bakteriematerialets Oprindelse og Alder
Opvarmningstid
(Min.) Nitragin-Agar Succinat-Agar
2 Doga J 15 Degn 2 Degn { 15 Dggn
5 + + + +
10 + + -
15 - + -+ .
20 -+ —+ -+ +
25 + + + +
30 4+ = + = -+ -
35 + = + + -+ -+
40 - = = =

I Overensstemmelse med Gibsons Angivelser er »Mikro-
cyslerne« altsaa ikke i Besiddelse af storre Termoresistens end
de saedvanlige vegetative Celleformer.

Til nermere Undersegelse af Cellernes Resistens over for
Udterring anvendes falgende Teknik: Cellematerialet udstryges
i tyndt Lag paa sterile Glassplinter, der opbevares ved 25° C.
i sterile, bomuldslukkede Reagensglas. Med nogle Dages —
senere nogle Ugers — Mellemrum underseges Vitaliteten af det



548
udterrede Cellemateriale, idet to af Glassplinterne anbringes
paa en frisk fremstillet Flade af Nitragin-Agar, medens to andre

overfores i Druesukker-Bouillon.

Tahel 4. Lucernebakteriernes Resistens over for Udterring.

X Bakteriematerialets Oprindelse og Alder
Udterrings- -
periodens Leengde | Nitragin-Agar Succinat-Agar
2 Dogn ’ 15 Dogn 2 Doegn 15 Degn
3 Degn + + + +
5 + - 4 +
70 LT T + +
18 > Lo+ + + +
4 Uger | + + + +
6 > + + + +
8 > + + + +
1T -+ -+ = +
35 = + + +
42 > = + = = +

Som det fremgaar af Tabel 4, udmsrker Lucernebakterierne
sig ved en ganske overordentlig stor Resistens over for Udter-
ring, ganske uanset om Cellerne stammer fra unge eller noget
xldre Kulturer med tydelig Udvikling af sMikrocyster«. I begge
Forsagsserier konslateres dog en sterre Resistens hos det seldre
Cellemateriale, mzerkeligt nok mere fremtirzedende i Forsegs-
serien paa Nitragin-Agar end paa Succinal-Agar, der iavrigt
ogsaa for de yngre Celler udviser lidt mindre Resistens end i
Parallelserien paa Nilragin-Agar. — Alle Forhold taget 1 Betragt-
ning maa man herefter veere bereitiget til at betragte »Mikro-
cyslcrne« som sarlige Resistensformer, der i visse Tilfselde kan
veere af Betydning for Opretholdelsen af Arten, szrlig ved Ud-
terring af de evre Jordlag, der tjener som Vokseplads for Bak-
terierne.

Om’ »Mikrocysternes« diagnostiske Veerdi, se en senere
Forsogsberetning. :

Slutlelig et Par Bemszrkninger om den tidligere omtalte
Teori vedrerende Knoldbakteriernes Formering ved »Gonidiere,
der har veeret fremsat af forskellige Forfattere fra scldre Tider
til de seneste Aar (Laurent 1890, Morck 1891, Mazé 1898,
Bewley og Hutchinson 1920, Thornton og Gangulee 1926, Gan-
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gulee 1926, Kds 1927, Gibson 1928, Israilsky 1929, Israilsky og
Leonowiisch 1933 m. fl.). -— Saa vidt det kan ses af den fore-
liggende Litteratur, hviler Hovedparten af de hidtidige Arbejder
paa dette Omraade dog kun paa mer eller mindre velbegrun-
dede Formodninger og Kombinationer uden at stettes af de
absolut nedvendige Iagtiagelser af Udviklingsgangen i heengende
Draabe eller Agarblok. Fejlkilderne er mangfoldige, og meget
ofte foreligger der sikkert Forveksling med udstedte Draaber
eller Korn af Volutin eller Fedt, medens det i andre Tilfeelde
kan dreje sig om kondenserede men stadig udviklingsdygtige
Protoplasmabrokker, som man med stor Regelmaessighed finder
i aldrende Kulturer af praklisk talt alle Bakteriearter, uden at
man dog derfor er berettiget til at tale om Formeringsceller af
specifik Karakter.

Om selve Forekomsten af saadanne »gonidielignende«
Smaakorn i Renkulturer af Lucernebakierier vil der nzeppe
kunne rejses storre Diskussions idet de genfindes med stor
Regelmassighed hos samilige Stammer selv efter gentagne
Spredninger., De optrader mer eller mindre hyppigt paa en
Rekke forskellige Substrater, dog fortrinsvis i aldrende Kul-
turer (4--5 Dagn eller mere). En swerlig karakteristisk Form
iagttages paa Succinat-Agar, hvor man ofte ser store, sammen-
hangende Klumper af »Mikrocyster«, der er under Oplesning
i selve den aldrende Moderkultur, hvorved opstaar plasmodie-
lignende Dannelser omsluttende sleerkt lysbrydende Smaakorn
af velafgreenset Karakter. I sin mest udpreegede Form udviser
Faenomenet en slaaende Lighed med Léhnis’s »Symplasma-
dannelser« med Uddifferentiering af Regenerationskorn (sre-
generative units¢, se Fig. 23). Om denne Tydning er rigtig,
eller om det kun drejer sig om en degenerativ Oplesnings-
proces (»Autolyse«) under Frigerelse af ikke-udviklingsdygtige
Cellebestanddele (Reservestoffer eller hendeende Protoplasma-
klumper), lader sig som for nsvnt kun afgere ved Spirings-
forseg med levende, ufarvet Materiale. — Forseg af denne Art
er udfort i ret stor Udstreekning paa Statens Planteavls-Labo-
ratorium, men hidtil uden afgerende Resultat. En enkelt Under-
sogelsesrzekke (November 1939) er muligvis af nogen Interesse:

Som Forsggsmateriale benyttes‘lidt af Bakteriebelzegningen fra en
7 Dagn gl. Kultur paa Succinat-Agar, der i farvede Preeparater udviser
et Billede ganske svarende til Fig 23. Materialet udstryges paa en frisk

36
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fremstillet Flade af Druesukker Agar, hvorfra under aseptiske Betin-
gelser udskaeres en Blok, ca. 5><5 mm, der anbringes i heengende Stilling
paa et sterilt Dackglas, der atter monteres over et »Fugligt Kammers.
Preeparatet anbringes paa et stort Mikroskopstativ med Objektforer og
Noniusinddeling, hvorefter udvalges et Synsfelt omfattende 8 gonidie-
lignende Smaakorn, der aftegnes ved 1800 >< Mikroskopforslarrelse.
Praeparatet forbliver urert paa Mikroskopet, der anbringes i Termo-
stat ved 30° C. Udviklingen felges gennem ca. 3 Degn ved sladige mikro-
skopiske Undersogelser, der som Regel forelages med 3—4 Timers
Mellemrum. (Natintervallerne dog paa 5—6 Timer). Resultatet kan kort
gengives saaledes: '

24 Timer: Hovedparten af de overferte Normalceller i Spiring.
— Kornene uforandrede.

40 Timer: Vaksten af de unge Normalceller fortsat under Dannel-
sen af Smaakolonier. — 5 af de iagttagne Smaakorn usendrede, hvor-
imod de 3 synes at udvise en svag Foregelse i Sterrelse.

50 Timer: De 5 af Smaakornene stadig usendrede, medens de 3 nu
udviser en meget tydelig Endring i Sterrelse og Lysbrydning.

60 Timer: De 3 Korn i tydelig Deling, de 5 stadig uvsendrede. —
Hovedparten af Agarblokken er nu overdzkket af cn sammenhsengende
Bevoksning af normale Stavformer, der nsesten helt omsluiter de
under Iagtiagelse veerende Smaakorn.

74 Timer: Udviklingen af saavel de iagttagne Smaakorn som igvrigt
af hele Bakteriebeleegningen synes hell at veere gaaet i Staa, formodentlig
paa Grund af Substratets Udiemning for Neeringsstoffer samt Ophob-
ning af Stofskifteprodukter. — Forseget hermed afsluttet.

I ovennwmevnie Forsegsserie er altsaa med Sikkerhed fast-
slaaet en langsomt forlebende Udvikling af enkelte gonidie-
lignende Smaakorn. Delte er dog det hidtil eneste positive
Resultat, som man — navnlig paa Baggrund af det langt
overvejende Antal negative Resultater -— sikkert forelebig
ber betragte med Forbehold, da man ikke kan afvise den
Mulighed, at de tre »Smaakorn«, der udviste Vaekst og Celle-
deling, kan have veret degenererede Dvaergceller, opstaaet ved
en abnormt forlebende Celledeling, saaledes som man lejlig-
hedsvis kan iagttage i enhver normal Bakteriekuliur. — Navn-
lig paa et Omraade som dette, hvor Fejikilderne er mangfol-
dige, og hvor de iagttagne Celle-Elemenler ligger twet ved
Grznsen for Mikroskopets optiske Ydeevne, gor man vel i at
modiage enhver ny Meddelelse — saa vel som sine egne
Iagltagelser — med afvenlende Forbehold.

Ifelge Ldéhnis og hans Skole skal de formentlige » Gonidier«
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vere sfiltrerbare« — en Angivelse, der for Knoldbakteriernes
Vedkommende er stoitet af Almon og Baldwin (1932) samt
Israilsky og Leonowitsch (1933), hvorimod Barihel og Bjilfve
(1933) stedse kun har opnaaet negativt Resultat. — Sporgs-
maalet har veret medinddraget i nerverende Undersegelse ved
folgende Forseg:

Serie I. Substrat: Kaliumglycerofosfat-Mannitoplesning i Cham-
berlandkolber (30 ecm*® i hver), podet med Bakteriestamme L,;. Efter
henholdsvis 1, 3, 5 og 10 Dages Forlob udtages en Kolbe, hvis Indhold
rystes ud i 100 cm?® steril Druesukker-Bouillon. Derefter Filtrering
gerinem et Chamberland-Pasteur-Filter (Porasitet: L;) samt Aftapning
i bomuldslukkede, sterile Reagensglas.

Forsagene opgeres efter 30 Dages Henstand ved 23° C., stedse dog
med negativt Resultat, idet samtlige Filtrater holder sig sterile og
ganske klare. uden Bundfald eller Udfnugning af nogen Art.

Serie II. Substrat: Druesukker-Bouillon. Iavrigt samme Forsags-
plan som foregaaende.

Ligeledes negativt Resultat.

Serie III. Substrat: Succinat-Oplesning (samme Sammenszetning
som anvendt il Succinat-Agar). Samme Forsegsplan som de to fore-
gaaende Serier.

Ligeledes negativt Resullat.

I Tilslutning til Barthel og Bjdlfve (1933) har det altsaa ikke
veeret muligt ved disse Undersegelser at paavise Tilstedevaerelsen
af filtrerbare Udviklingssladier hos Lucernebakterierne. — Her-
med er dog selviolgelig ikke sagt, at saadanne overhovedet ikke
forekommer, idet deres Oplreeden kan veere afhaengig af visse
ydre Betingelser, der ikke har veeret til Stede ved ovenstaaende
Forseg. Bl. a. maa man have sin Opmerksomhed henvendt paa
en mulig Bakteriofagvirkning, der ifelge Erfaringer fra andre
Grene af Bakteriologien ofle inducerer saavel Fremkomsten af
filtrerbare, bakteriofagresistenle Udviklingsformer som sterkt
afvigende Mutations- eller »Dissociations<-Former af konstant
Karakter (Hadley 1928, 1933, Hoder 1933).

Tilbage bliver endnu det Spergsmaal, om de smaa ellip-
soid- eller kugleformede Sveermceller, der er karakteristisk for
nypodede Kullurer, foririnsvis er opsiaaet som »Gonidier< ved
en endogen Nydannelsesproces inden for de @ldre Stavformer
med paalelgende Frigorelse enlen i selve den oprindelige Moder-
kultur eller i hvert Fald ved Overpodning paa nyt Substrat.
Til Stetle for denne Opfaitelse, der navnlig er havdet af nyere
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engelske Forfattere, taler bl. a. den Omstendighed, at man
lejlighedsvis har iagitaget storre Stavformer indeholdende smaa,
velafgreensede Kugleformer, der medens de endnu er beliggende
i Modercellen er forsynede med veludviklede Svingtraade og igv-
rigt af samme Sterrelse som de fritsveermende Ellipsoid- eller
Kugleformer (Thornton 1929).

Egne lagttagelser, fortrinsvis anstillede paa farvede Preepa-
rater, tyder ligeledes paa, at de starkt farvede Belter og Smaa-
korn, der navnlig fremtreeder tydeligt i seldre Kulturer ved
Farvning med Bengal-Rosa, frigeres allerede i Moderkulturen
og derved gaar over i de engelske Forfatteres »Pree-Svermer«-
Stadium (Fig. 22). Det maa dog betones, at det hidtil ikke er
lykkedes ved direkte Undersegelse i hangende Agarblok eller
heengende Draabe at opnaa en sikker Veuﬁkatlon af denne
Antagelse.

Vor nuvarende Viden m. H. t. Knoldbakteriernes Udvik-
ling og eventuelle »Pleomorfi« kan altsaa kort sammenfattes
saaledes: '

Adskillige lagttagelser fra de senere Aar tyder paa, at denne
Bakteriegruppe udviser mere komplicerede Forhold end tidligere
antaget. Noget helt sikkert herom vides dog ikke, idet An-
skuelse staar mod Anskuelse, Forseg mod Forseg. Utvivlsomt
fortjener hele delte Spergsmaal en mere indgaaende Behand-
ling, end det har veeret muligt i foreliggende Arbejde. Under-
sggelsen vil imidlertid blive fortsat og udvidet, navnlig med
Henblik paa Forekomsten af mutationslignende Fenomener og
Fremkomsten af »Dissociationsformer« uden knolddannende
Evne, der er af afgerende Betydning for Fremstilling og Kon-
trol af effektive Nitragin-Kulturer til Brug for Praksis.

Litteraturfortegnelse,
Se en felgende Forsagsberetning.

Billedfortegnelse.

Fig. 1. Kolonier. paa Nitragin-Gelatine, 12 Dagn ved 20° C. — a: L,;
(smeltende Koloni). b: L,, (ikke-smeltende}. c: Baclerium ladlo~
‘bacter Kral (ikke smeltende). 60 ><.

Fig. 2. Bakteroider fra ung Lucerneplante. Kiskalt-Farvning, 1500 ><,



a b Fig. 1. ¢







Fig. 14, Fig. 15.
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. 3. L,;. Sveermende Celler. Nitragin-Agar, 1 Degn. Ciliefarvning

efter Zelinow. 1500 ><.

. 4. Ly;. Unge Stavformer. Nitragin-Agar, 1 Daegn. Fort. Karbol-

fuksin. 1500 <.

. 5. Ly;. ZEldre Stavformer. Nitragin-Agar, 3 Dggn. Fort. Karbol-

fuksin. 1500 ><.

. 6. L,;. Kapselceller. Nilragin-Agar, 8 Dggn. Farvet efter Harrison

og Barlow. 1500><,
7. Ly;. Stavformer i Stjernelejring. Nitragin-Agar, 2 Degn. Bengal-
Rosa. 1500 ><.

. 8. L,;. Lengere Stavformer. Nitragin-Agar, 2 Dagn. Bengal-Rosa.

ca. 1000 ><.

%g. 9. L,s. Korte Stavformer med steerkt farvede Smaakorn Nltragm-

Agar, 16 Degn. Bengal-Rosa. 1500 ><.

2 10. L,,;. Unge, sveermende Stavformer. Ingen Sllmproduktlon

Nitragin-Agar, 1 Dggn. Cyanochin. 1200 ><.

. 11. L,,. Unge, ubevaegelige Stavformer. Kraftig Slimproduktion.

Nitragin-Agar, 1 Degn. Cyanochin. 1200 ><.

Fig. 12, L,,. Kortere og leengere Stavformer; delvis Pallisadelejring. Svag

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.

Fig.
Fig.
Fig.
Fig.
Fig.

Fig.

Fig.

Slimproduktion. Nitragin-Agar, 2 Degn. Kongo-Preseparatl. 1500 ><.
13. L;,. Stavformede Celler med forslimede Cellevaeoge Nltraglm
Agar, 2 Dogn. Farvning efter Hiss. 1500 ><,

14. L,,. Mutantform med sterk Slimdannelse. Nltragm Agar 2
Doegn.. Farvning efter Hiss. 1500 ><. '
15. L,yp. Bakteroidformer, optrzdende spontant paa kunstlgt
Substrat. Nitragin-Agar, 2 Degn. Cyanochin. 1500 ><.

16. L;,. Uregelmessige og forgrenede Stavformer. Ked- Pepton-
Agar, 1 Dogn. Fort. Karbolfuksin. 1500 ><.

17, L,;. Korte, regelmessige Stavformer. Kad-Pepton-Agar, 3
Doegn. Fort. Karbholfuksin. 1500 ><.

18. Lgs. Uregelmeassige Celleformer. Kartoffelkultur, 6 Degn. Fort.
Karbolfuksin, 1500 ><,

19. L,;. Korte, plumpe Celleformer. Ashby’s Agar 2 Degn. Fort.
Karbolfuksin. 1500 ><.

20. L;,. Uregelmeaessige og forgrenede Celleformer. Nitragin-Agar
-+ Krystalviolet 1:16000, 3 Dogn. Fort. Karbolfuksin. 1500 ><.
21. L;;. Uregelmsssige og forgrenede Celleformer. Koed-Pepton-
Agar, 1 Doegn. Fort. Karbolfuksin. 1500 ><.

22, L,;. Stavformede Celler i Oplesning under Frigorelse af inten-
sivtifarvede Protoplasmaklumper(» Regenerationsdannelser«). Fraen
sekundser Koloni paa Nitragin-Agar, 14 Dagn. Bengal-Rosa..1500 ><.
23. L,;. Celler i Oplesning under Frigerelse af Smaakorn (»regene-
rative units«<). Succinat-Agar, 8 Degn. Fort. Karbolfuksin, 1500 ><.



