Om forekomst af Azotobacter i
dyrkede jorder.
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en .&kke undersogelser over udbredelse af kvalstofbindende bakterier i danske
jorder, med henblik pi disse organismers betydning for jordens kvalstofba-
lance. Den n@rvaerende beretning omhandler de resultater, der er fundet angé-
ende fritlevende, aerobe kvelstofbindere (Azofobacter).
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Indledning.

Udbredelse af de kvaelstofbindende bakterier af slegten Azo-
tobacter i jordbunden har veret genstand for mange undersagel-
ser i alle verdensdele, da man i almindelighed, omend ofte med
tvivlsom berettigelse, har tillagt disse organismer en fremragende
betydning for dyrkede jorders kvalstofforsyning. For danske
jorders vedkommende er sporgsmalet forst studeret af Christen-
sen (1914), som synes at have veaeret den farste til at pavise den
iojnefaldende korrelation mellem jordreaktionen og forekom-
sten af Azotobacter, slledes som det fremgar af felgende tal:

Jordens reaktion Antal jordpraver
(lakmuspreve) med Azofobacter uden Azolobacter ialt
11 3 1 21 22
neutral............ 7 43 50
svagt alkalisk....... 17 8 25
alkalisk............ 44 1 45

dalte...oiall 69 73 142
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Omfattende undersegelser over forekomsten af Azofobacter i
forhold til jordens brintionkoncentration, bestemt ved elektro-
metrisk og kolorimetirisk maling, blev udfert i Nordamerika af
Gainey (1923), som fandt, at Azotobacter var relativt sjelden i
jord af reaktionstal pa 6.0 og derundér, medens igvrigt hyppig-
heden steg med stigende reaktionstal, i overensstemmelse med
Christensen’s resultater. Dette er i det store og hele blevet be-
kreeftet i mange senere undersogelser og stemmer overens med, at
de almindelige arter af Azotobacter (chroococcum, beijerinckii,

. agile -og vinelandii) i renkulfur vokser bedst ved pH 7.0—8.0 og

ikke kan vokse i kvelstoffrit substrat ved pH under 6.0, der re-
presenterer surhedsgraensen for de kvalstofbindende enzymers
funktion. Derimod synes vaekst i nogle tilfeelde at kunne finde
sted i substrat med bundet kveelstof (NH, eller NQ,) af betydeligt
surere reaktion, som pavist af Burk, Lineweaver & Horner (1934)
og Csdky (1949); dette er sandsynligvis forklaringen pa den
lejlighedsvise forekomst af Azotobacier i jord med lavere reak-
tionstal end 6.0. Den af Starkey og De (1939) heskrevne Az.
indicum er ganske vist pafaldende ufslsom overfor reaktionen
og kan endnu binde kveelstof ved pH 3.0—3.3, men synes at veere
en yderst sjelden art.

Christensen, hvis undersggelser udelukkende tog sigte pa
Azolobacter som reagens pa jordens reaktion og kalktrang, savel
som Gainey, paviste Azotobacter ved tilsefning af jord til en
kvielstoffri mannitoplesning, hvor azotobacterholdige jorder for-
Arsager udvikling af en karakteristisk bakteriemembran (azoto-
bacterhinden). Denne metode giver i hovedsagen kun oplysning
om fravwerelse eller tilstedeveerelse af Azofobacter i den under-
sogte jord, men ikke om dens mere eller mindre rigelige fore-
komst, endnu mindre om selve individantallet; netop dette sidste
moment — Azotobacter-floraens tethed i jorden — er imidlertid
af afgerende betydning, nar man snsker oplysning om dens be-
tydning som kvalstofbindende agens. I denne retning. er under-
s;agelsér af storre betydning ferst udfert af Winogradsky (1926,
1928), som anvendte dels mikroskopisk undersegelse af jorden,
dels kulturelle metoder, bl. a. podning af kvealstoffri, mannithol-
dig kiselsyre-gel med jord og talling af de fremkomne Azofobac-
ter-kolonier. Den sidste metode er i forskellige modifikationer
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blevet anvendt af talrige andre forskere, som gennemgiende har
fundet, at Azotobacter i normale jorder kun findes i antal pa
nogle fa til nogle tusinde pr. g jord, og tal pad mere end 10.000
pr. g findes kun undtagelsesvis. Disse tal mi ganske vist opfattes
- som minimumsverdier, da de talte kolonier kan stamme fra
celle-aggregater siavel som fra enkelte celler; efter de mikrosko-
piske underspgelser at demme synes aggregaterne dog kun at
bestd af forholdsvis fa individer. :

Siden Christensen’s ovennmvnte arbejde er udbredelsen af
Azotobacter i danske jorder kun blevet undersegt af Weis & Bor-
nebusch (1914), som specielt studerede skovjorder, hvor Azofo-
bacter kun fandtes renft undtagelsesvis, og af Petersen (1926),
som blandt 30 agerjorder fandt Azotobacter i 12, hvoraf 2 med
reaktionstal pa 5.4—5.5. Angdende Azotobacter-floraens taethed i
danske jorder med henblik pA dens mulige betydning for kval-
stofbalancen foreligger ingen angivelser. En s&dan vurdering er
forsegt i det naervaerende arbejde.

Udbredelse og antal af Azotobaecter i jorden.

Der underspgles ialt 264 jordprever, hvoraf 116 var ind-
sendte til Statens Planteavls-Laboratorium til bestemmelse af
- reaktions-, fosforsyre- og kalital, medens resten var specielt ud-
tagne prover; 91 af disse stammede fra statens forsegsstationer
(Lyngby 12, Askov lermark 23, Askov sandmark 9, Lundgaard
4, Studsgaard 5, Borris 4, Tylstrup 4, marskforsegene ved Ribe
5, marskforsggene ved Hojer 3, Aarslev 4, Tyslofte 4, Jyndevad
3, @dum 3, Blangstedgaard 2, Statens Vaksthusforseg 2). Der
undersegtes 123 prover fra Sj=lland, 102 fra Jylland, 20 fra Lol-
land-Falster, 10 fra Fyn, 3 fra Samsg, 3 fra Men, 2 fra Bornholm,
1 fra Langeland. Det overvejende flertal af preverne repraesente-
rede agerjorder; 13 stammede fra havejorder, nogle enkelte fra
- permanente greesmarker og udyrkede jorder..

Telingerne af Azotobacter udfertes efter en tidligere an-
vendt metode (Jensen, 1940) ved spredning pa dextrin-glukose-
agar af felgende sammensaining: dextrin 10.0 g, glukose 2.0 g,
K, HPO, 0.5 g, MgSO, 0.5 g, NaCl 0.2 g, FeCl, 0.1 g, Na,MoO, 0.005
g, CaCO, 2.0 g, agar 20.0 g, ledningsvand 1000 ml. Tilstningen
af glukose anvendtes, fordi flere stammer af Az. beijerinckii viste
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sig at vokse darligt og danne utydelige kolonier pa ren dextrin-
agar, P4 stivnet sterilt substrat i petriskile (3 parallel-plader) -
spredtes ved hjzlp af en svaer platinnal 0.5 ml jordopslemning,
som regel i en koncentration svarende til 0.1 eller 0.05 g jord;
hejere fortyndinger anvendtes i de forholdsvis fa tilfeelde, hvor
der fandtes exceptionelt heje Azofobacter-antal (> 2000 pr. g
jord). Efter fordampning af vandet i den tilsatte jordopslemning
henstilledes skalene i thermostat ved 25° C. Azotobaciter-koloni-
erne bliver i almindelighed efter to degn (undertiden allerede
efter 24—30 timer) synlige som meelkeagtige driber, der hurtigt
bliver sortbrune (Az. chroococcum) eller gullige (Az. beijerin-
ckii). Texlling af kolonierne foretoges efter 5 degn, pa hvilket
tidspunkt de opnar en anselig storrelse (6—8 mm pa plader,
hvor deres antal ikke overstiger 10——20) og er let kendelige ved
deres twette, uigennemsigtige beskaffenhed og deres karakteri~
stiske pigment pi baggrund af den tynde, sammenhszngende
vaekst af ikke-kvelstofbindende bakierier, som dsekker hele agar-
fladen. Det kan her bemserkes, at der i intet tilfelde sas kraftig
vaekst af andre organismer end Azotobacter; enkelte andre bakte-
rier og gaersvampe, som dannede ret anselige, men staerkt slimede
og gennemsigtige kolonier, viste sig i renkultur fuldstendig at
mangle kvalstofbindende evne. :

- Teetheden af Azotobacter i jorden beregnedes som antal af:
formeringsdygtige celler (eller celle-aggregater) pr. g jord i fore-
liggende fugtig tilstand: gennemsnitligt antal kolonier pa 3 fel-
lesplader X fortyndingsgraden. De saledes fundne tal varierede
fra ingen til 80.000.pr. g jord. Antallet af jorder aftog hurtigt
med stigende storrelsesorden af Azotobacter, siledes som folgende
tal viser (sml. tabel 1):

Azotobacter pr. g, Antal jordprever

0 122
<100 71
100—1000 52
1000—10.000 16
>>10.000 3

Ganske lignende tal er i nyere tid fundet af Stéckli (1944)
i en undersogelse af et stort antal jorder (1000) fra Schweiz.
Der fandtes i de her behandlede jorder ingen kendelig forskel pa
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lerjorder og sandjorder, e} heller syntes Azoiobacfer at fore-
komme serlig rigeligt i jord under balgplanteaigreder, saledes
som det ofte angives. Derimod fandtes en pafaldende rigdom pa
Azotobacter i havejorder, hvad ogsd Stockli iagttog; de tre jorder
med mere end 10.000 Azotobacter pr. g var alle havejorder, og
maximum (80.000) forekom i en havejord fra Statens Planteavls-
Laboratorium. Dog synes det ikke, som Stéckli antog, at komme
serlig an pa den intensive dyrkning af jorden; det foreliggende
materiale omfatter ganske vist kun tre udyrkede jorder, men to
af disse, en fra en n®rmest ruderatplads ved Lyngby og en fra en
naturlig greesmark nzer Abed Planteavlsstation, udviste meget
heje Azotobacter-tal, henholdsvis 1800 og 7500 pr. g.

Med hensyn til specielle jordbundsegenskaber fandtes der, som
det var at vente, en meget tydelig korrelation mellem jordens
reaktion og forekomsten sivel som tzetheden af Azolobacter, som
vist i tabel 1.

I jorder af pH under 6.0 ses Azotobacter kun at forekomme
undtagelsesvis og ikke ved lavere reaktionstal end 5.8. Over pH
6.0 stiger hyppigheden jeevnt, med et tilsyneladende vendepunkt i
pH-gruppen 6.5—6.9, og ved reaktionstal pa 7.5 og derover bliver
forekomsten praktisk talt konstant, i fuld overensstemmelse med
Christensen’s og Stickli’s resultater. Ogsi Aztobacter-tallenes
sterrelsesorden stiger med reaktionstallet; medens en teethed pa
under 100 pr. g er aldeles dominerende ved reaktionstal under
6.5, bliver tal pa hundreder gradvis mere almindelige efterhanden
som reaktionstallet stiger fra 6.5 til 7.4, og ved pH over 7.5 og
iser over 8 er denne stoarrelsesorden fremherskende, medens
endnu hejere tetheder i alle tilfalde er relativt fatallige.

Et mere pracist udtryk for sammenhszngen mellem reak-
tionen og Azotobacter-tatheden fis, nir man i de azotobacter-
holdige jorder beregner korrelationskoefficienten (efter formlen

Zdx.dy

" YV zdxe zdy®

hvor 3dx.dy betegner summen af produkterne af de samharende
afvigelser fra gennemsnittet, og 3dx? og 3dy? summerne af af-
vigelsernes kvadrater) mellem reaktionstallet og logariimen. til
Azotobacter-tetheden, hvilket giver en retlinet regression. (Sml.
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Tabel 1.

Forholdet mellem jordens reaktion og forekomsten og toetheden af
Azotobacter.

Antal jorder med Azofobacter-teethed
pr. g.:

100-
1000

1000- |10.000-

ialt

Azotobacter-holdige
jorder, pct.

0 \ <100

10.000/100.000
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Log (Azotebacter).
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Fig. 1. Regression mellem pH og log (Azofobacter) i 142 azotobacterholdige jorder
af pH 5..—8.5. Regressionskoefficient for log (Azotobacter) med hensyn til pH:
R=+40.7824-0.00s2. Regressionsligning: Y=2.05-}-0.782 (x — 7.10).
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fig. 1). 1 de 142 azotobacterholdige jorder fandtes korrelations-
koefficienten {r) mellem pH og log (Azotobacter):

r = + 0.537 * 0.060,

altsd en swmrdeles tydelig omend langtfra fuldkommen korrela-
tion.

Det er en kendt sag, at voksemediets indhold af fosfat ud-
over en sterk indflydelse pi vaeksten af Azotobacter, som af
denne grund jeevnlig har veeret forsegt anvendt som reagens pa
jordens indhold af tilgengelig fosforsyre (se f. ex. Pefersen,
1933). Man kunne derfor vente at finde en positiv korrelation
mellem fosforsyretallene og forekomsten sével som twetheden af
Azotobacter, hvilket ogsa Stiockli (1944) iagttog. Her syntes dog
ret indviklede forhold at gere sig gzldende. Indenfor det omrade
af reaktionsskalaen (pH 5.8 til 7.5), hvor Azofobacter ikke er
konstant manglende eller praktisk talt konstant tilstede, fandtes
der ingen signifikant forskel pi fosforsyretallene i de azotobacter-
frie og de azotobacterholdige jorder, siledes som det fremgar af
opdelingen i tabel 2, bortset fra pH-gruppen 7.0—7.5, hvor den
gennemsnitlige forskel pa fosforsyretallene dog kun er ringe, og
hvor variationsvidden i begge retninger er sterst for de azotobac-
terholdige jorders vedkommende.

Tabel 2.
Fosforsyretal og forekomst af Azofobacter i jord
af forskellig reaktion.

Azotobacter-frie jorder Azotobacter-holdige jorder
pH- ' o Ft R Ft
klasse antal antal
mini- maxi- . mini- | maxi- .
| mum mum gennermsnil mum mum gennemsnit
B.s—B.a... || 28 1a 13.8 5.2--0.57 12 | 2.5 6.5 4.3+ 0.4
6.5—6.0... | 24 J 21 182 | 5etOs | 32 1 1.s 132 | 6.240.5
Fo—7s. .. 10 I 3.4 7.4 5.0-0,38 36 ] 21 ! 30.4 8a+1.08

Forekomsten af Azotobacter i og for sig synes saledes ikke at
afhaenge af fosfatindholdet udtrykt ved fosforsyretallet indenfor
de her fundne grznser. Derimod fandtes der i 121 azotobacter-
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holdige jorder, for hvilke der forela bestemmelser af fosforsyretal
savel som reaktionstal, en ret lille men signifikant korrelation
mellem Ft og log (Azotobacter):

r=+ 0378 £ 0.078.

Korrelationskoefficienten mellem pH og log (Azofobacter) i
de samme jorder var r = -+ 0.472 £ 0,071, hvilket ikke er be-
tydningsfuldt forskelligt fra den veerdi (0.537 4- 0.060) der fand-
tes i samtlige 142 jorder. Mellem pH og Ft i de 121 jorder fandtes
ingen signifikant korrelation (r = +0.143). Vaerdierne af de to
forste korrelationskoefficienter =ndres derfor kun i ringe grad,
nar man efter Fisher (1944) beregner de parfielle korrelations-
koefficienter mellem log {Azotobacter) og henholdsvis pH og Ft,
hvorved den ene af de to sidste faktorer elimineres, s& at man
far udtryk for den korrelation, som skulle ventes, hvis enten
pH elléer Ft havde vaeret konstant. Man far da:

Partiel korrelation mellem pH og log (Azolobacter), Ft eli-
mineret:

r=+ 0.459 + 0.0721, og

- Partiel korrelation mellem Ft og log (Azotobacter), pH eli-
mineret:
r =+ 0.358 £ 0.0796.

Da disse to veerdier ikke er betydningsfuldt forskellige, synes
det herettiget at slutte, at for de azolobacterholdige jorders ved-
kommende afhsenger tetheden af Azotobacter, indenfor pH-inter-
vallet fra 5.8 til 8.5, i lige grad af reaktionen og afl fosforsyre-
indholdet. Men da korrelationen i begge tilfeelde kun er meget
ufuldstsendig, er andre faktorer sjensynlig af lignende eller starre
betydning, og noget lignende m# gxlde for selve forekomsten
af Azotobacter, som ikke sjaldent mangler i neutrale eller svagt
alkaliske jorder med ret hejt fosforsyretal. F, eks. forekom A4zo-
tobacter ikke i nogen af de 12 jordprever fra Lyngby forsegs-
station, tiltrods for deres ikke ugunstige reaktion .(pH 6.0—86.9)
og ret haje fosforsyretal (Ft 4.0—13.6). I de meget nserliggende
jorder fra Statens Vaksthusforseg og Statens Planteavls-Labo-
ratorinm fandtes Azofobacter derimod i store meengder,

Det kunne ligge ner at vente en sammenhang mellem Azo-
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tobacter-floraens yppighed og jordens indhold af organisk stof.
I 80 af de undersogte jorder foretoges derfor bestemmelse af or-
ganisk stof efter Bondorff's (1946) modification af Altern’s dikro-
matmetode. Der fandtes kun en ubetydelig forskel pa det gen-
nemsnitlige humusindhold i jorder med og uden A:zotobacter:

pet. humus:
) minimum maximum gennemsnit
Azofobacter-frie jorder (21).................. 1.07 3.56 2.61+0.131
Azofobacter-holdige jorder (59).............. 1.2v 8.4z 3.254 0,203

Ej heller fandtes der nogen signifikant korrelation mellem
humusindhold og log (Azotfobacter) i den sidste gruppe (r =
+ 0.199 £ 0.125). Ganske vist udviste et par havejorder med
7.0—7.5 pect. humus meget heje Azotobactér-tal, mien den azoto-
bacterrigeste af alle jorder indeholdt kun 3.09 pct. humus. Ind-
holdet af de tungt omsettelige humusbestanddele synes saledes
uden storre betydning for Azotobacter-floraen, som derimod i
ganske overordentlig grad pavirkes af tilgaengelige organiske nae-
ringsstoffer (se nedenfor).

En medvirkende arsag til mangel pa Azotobacter i jord, som
ellers skulle frembyde relativi gunstige betingelser, kan muligvis
soges 1 antibiotiske fenomener. Nickell & Burkholder (1947)
fandt talrige Actinomyces-arter i stand til at danne stoffer, som
hemmede vaeksten af Azofobacter, og som under visse omstzn-
digheder ogsa kunne opstd i jord. (Sml. Pochon & Tchan (1947),
som i visse jorder angav at kunne pévise forekomst af vandop-
leselige, termolabile stoffer, der udviste vaeksthemning overfor
Azotobacter). Til sammenligning anstilledes forseg med 25 stam-
mer af Actinomyces, isoleret fra danske jorder; disse prevedes
for veksthemning overfor Azofobacter pi to agarsubstrater: jord-
extrakt-agar med 1 pet. glukose, og lucerneextrakt-asparagin-glu-
koseagar til dyrkning af knoldbakterier ( >>nitraginagar'<<). Pla-
der af steril agar podedes ved centrum med luftsporer af de for-
skellige actinomyceter, og efter 7—8 dages vaekst anlagdes streg-
kulturer af Azotobacter (4 stammer af Az, chroococcum og 2 af
Az. beijerinckii) fra petriskélens rand ind til actinomycet-kolo-
nien. Efter 1-—2 degn giver dannelsen af antibiotiske stoffer sig
til kende ved undertrykkelse af vaeksten af Azotobacter i en
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kortere eller lengere afstand fra actinomyceten. Som det frem-
gar af tabel 3, udviser mange actinomyceter pa nitraginagar en
meget sterk hemning overfor Az. chroococcum, medens is®r den
ene stamine af Az. beijerinckii er mere resistent. P4 jordextrakt-
agar er hemningen sja:ldnere og svagere, men optreeder dog i
adskillige tilfselde. Ogsd en Penicillium og en sporedannende
bakterie af Bac. mesentericus-gruppen forarsagede sterk hem-
ning p& begge substrater. Det af svampen dannede hemningsstof
synes ikke at vaere penicillin, da en penicillindannende stamme
af Penicillium notatum ikke viste nogen kendelig veeksthemning.

Skent man ikke fra forsegene med renkulturer pa kunstigt
agarsubstrat kan slutte direkte til forholdene i naturlig jord, ter
man regne med den mulighed, at udviklingen af Azotobacier
bl. a. vil kunne hemmes af antibiotiske stoffer dannede af de
organismer, der bessrger nedbrydningen af de komplekse organi-
ske materialer i jorden.

Tabel 3.

Antibiotisk virkning af actinomyceter overfor
Azofobacter.

Antal actinomyceter visende hemningsvirkning:

overfor p4 nitragin-agar: pa jordextrakt-agar:
Azotobacler:
+ ‘ ++ } +++ + ++ ok

chroococcum 6........ 2 4 l 13 3 1 1

» 186...... 2 5 | 15 4 1 —

» 210...... 1 2 15 3 1 —_—

» 222...... 3 5 8 4 2 —
befjerinckii 131...... —_— _— —_ 1 — —

» 249...... 3 2 5 1 — —

|
+: svag hemning, Azofobacter undertrykt <10 mm,
4++:sterk » » » 10—20 mm

+4++: mst. » » » > 20 mm

De fundne arter ai Azotobacter og deres
kvzelstofthindende evne,
Azotobacter-floraen i de undersggte jorder repraesenteredes
ganske overvejende af Az. chroococcum, som er let kendelig
ved sin hurtige dannelse af merkt, i eldre kulturer nasten sort
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pigment. Jevnligt sis ogsi kolonier af typer, der naermest svarer
til Az. beijerinckii, med et karakteristisk gulligt pigment, der i
gamle kulturer kan blive lyst kanelbrunt. Disse stammer fore-
kom iseer i jorder fra Jylland; bl. a. indeholdt samtlige jordpre-
ver fra Askov lermark og sandmark kun denne type. Der var
ialt 21 jorder, som alene indeholdi Az. beijerinckii. Disse jorder
var gennemgiende af en noget surere reaktion end de, som inde-
holdt Az. chroococcum:

Antal jordprever med

pH-klasse Az. beijerinckii Az. chroococcum
Ds—6.a...... 5 14
B6.5—B.9...... 8 25
To—T75...... : 8 33
>7.5 0 52

Ogsé fosforsyretallene i disse jorder var gennemgdende lavere
end i de azotobacterholdige jorder som helhed, idet de udviste et
gennemsnitligt fosforsyretal pa 4.0 + 0.345, imod 7.2 % 0.425 i
samtlige 121 prover. Az, beijerinckii synes saledes fortrinsvis
at findes i neutrale eller svagt sure jorder med forholdsvis lavt
fosforsyreindhold. Dette stemmer godt med, at Az. beijerinckii
ifl. Yamagata & Itano (1923) forekommer hyppigst i neutral jord
og 1 renkultur vokser bedre ved svagt sur reaktion end Az.
chroococcum, omend begge arters vaekst standser ved pH 6.0.

Arter svarende til Az. agile og Az. vinelandii fandtes ikke.

Fra de undersegte jorder isoleredes et antal stammer af Az
chroococcum og Az. beijerinckii; 15 af de farste og 9 af de sidste
pravedes for kvaelstofbindende evne ved dyrkning i felgende sub-
strat: glukose 20.0 g, K. HPO, 1.0 g, MgSO, 0.5 g, CaCO, 2.0 g,
FeSO, 0.10 g, NaCl 0.5 g, Na,MoO, 0.005 g, ledningsvand 1000
ml. Substratet anvendtes i portioner pa 30 ml: i 300 c.c. erlen-
meyerkolber, med og uden tilsetning af 0.1 pet. agar, som ifl.
Rippel (1936) har en sterkt stimulerende virkning pa veksten
af Azotobacter. Efter sterilisation ved 115° C henstod substratet
far podning mindst natten over, hvilket som papeget af Rippel
ogsé forbedrer vaeksten. Som podemateriale anvendtes en drébe
af en opslemning af 24 timer gamle celler af Azotobacter i sterilt
ledningsvand. Efter incubation ved 25° C, alm. 6 dage, noget
Izengere for de langsomt voksende stammers vedkommende, ud-
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Tabel 4,
Azotobacter-stammers kvalstofbinding i renkultur.
Glukoseforbrug, N-binding, mg N-binding, mg pr. g

Stamme- Inc. mg pr, kultur pr. kultur forbrugt glukose

nr. dage

—agar --agar || —agar | - agar ——agar +agar
Az, chroococcum.

6 6 551 551 8.60 9.01 158 16.s
551 551 8.74 9.84 168 178
84 5 76 393 0.7 3.7 9.9 9.5
47 394 0.8 3.72 13.¢ 9.7
93 5 57 526 0.8 7.8 11 13.s
— 526 - 7.16 — 13.s
114 6 278 598 2.95 7.70 10.8 12.0
282 598 2,03 7.67 10.4 12.s
115 7 498 593 7.53 7.98 15.1 135
544 593 7.55 8.16 13.0 143
118 11 569 569 6.61 6.51 11 11.4
569 569 6.1 6.81 11.s 12,0
123 8 212 557 2.1 7.78 10.0 13.
261 558 2.83 7.98 10.s 14.3
151 8 593 593 8.12 8.s0 13.9 14.s
593 593 8.22 8.82 13.0 14.
155 11 569 569 4,99 6.37 8.8 11z
569 569 7.09 6.84 12.8 12.0
163 6 598 598 7.4 7.7 13.s 130
598 598 7.04 8.09 13.s 13.5
176 6 542 480 5,75 6.78 10.s 13.6
552 523 4,65 7.10 8.4 141
191 7 281 243 3.3 4,61 14.4 13.s
321 287 .73 3.58 11.: 13.0
210 6 135 650 2.17 9,44 16.1 14,5
11 548 607 9.53 Q.47 175 15.¢
212 6 88 598 0.99 7.3 1l.e 12.s
135 598 143 7.65 10.¢ 128
222 10 325 607 -3.60 8.65 111 14.2
0) 607 (0.06) 8.7a — 14.4

fortseettes
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Tabes 4, fortsat. Azofobacier-stammers kveelstofbinding i renkultur, ’

I
| Glukoseforbrug, | N-binding, mz | N-binding, mg pr. ¢

Stamme-1| Inc, mg pr. kultur pr. kultur forbrugt glukose

nr. dage | | -

—agar | -+-agar —agar k - agar —agar --agar
Az. beijerinckii. ’
57 10 112 242 1.3 4,25 12.4 17,8
118 311 1.3 4,92 11 15.8
77 4 23 465 562 5.20 6.67 11.2 11
500 562 .| Dbu.sr B.72 11.2 12.0
127 11 230 598 .02 7.2 13.0 121
254. 598 2.79 7.20 11l.0 12.2
128 14 242 598 3.59 8.08 14.s 13.4
272 598 4,23 | 8.10 15.e 13.s
131 10 111 461 0.52 ’ 4.0 7.4 9.5
122 607 {1 6.27 Q.9 103
133 9 104 194 1.4 .09 10.9 16.0
108 527 ‘ 3.50 .50 15.6 14.2
178 7 283 442 [ luez 5.0a 3.6 11,4
290 ¢ 453 La 5.54 4.2 12.2
‘ !
185 12 62 | 50 0.2¢ Q.35 4.2 15.0
33 — 0.30 — 3.6 —
194 8 61 55 0,82 0.7 13.4 13.8
61 107 0.85 1.50 13.9 14,3
215 6 37 470 0.50 5.00 9.4 10.6
i ' 61 540 0.57 B | 13. 10.5
i

fortes der glukosebestemmelse efter Lane & Eynon i en alikvot
af kulturen (dobbeltkulturer af hver stamme), medens resten
anvendtes til kvalstofbestemmelse efter Kjeldahl: forbrzending
med CuO og K,80,, kogning 3 timer efter gronfarvning, titrering
med n/28 H,50, og NaOH i kulsyrefri oplesning med methyl-
raedt-methylenblat som indikator. Kulturer analyserede umiddel-
bart efter podningen tjente til bestemmelse af begyndelsesind-
hold af glukose og som blindbestemmelser af kvaelstof i substrat
+ podemateriale + reagenser. )

Som det fremgar af tabel 4, binder de forskellige stammer af
Az. chroococcum fra ca. 9 til ca. 18 (gennemsnitlig 13.7) mg
kvaelstof pr. g forbrugt glukose, hvilket svarer til det ssedvanlige
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kveelstofudbytte i gunstigt substrat. Agar-tilsetningen fremmer
i flere tilfeelde kvmlstofbindingens omfang betydeligt, men har
ingen vaesentlig indflydelse pa dens gkonomi, udtrykt i mg kvael-
stof pr. g forbrugt glukose. Agarens virkning synes saledes at
bestd i en simpel veekstfremskyndelse (sml. Rippel, 1936). Pa
de langsommere voksende stammer af Az. beijerinckii er den
fremmende virkning af agaren endnu mere udpraget; to stam-
mer (nr. 185 og nr. 194) binder overhovedet kun meget lidf
kvielstof, men udviser et tilsvarende ringe sukkerforbrug, og be-
regnet pr. g glukose er, i alt fald i substrat med agar, kvaelstof-
bindingen af samme sterrelsesorden som hos Az. chroococcum.
I nogle tilfzelde (nr. 57, 178, 185) forsger agar-tilsetningen ikke
alene vaeksthastigheden, men ogsd kvealstofbindingen pr. wveegt-
enhed glukose. Som helhed synes siledes de Azotobacter-former,
der forekommer i danske kuliurjorder, at hesidde kraftig kveel-
stofbindende evne.

Formering af Azotobacter og kvzelstofhinding i jord.

I jord, der frembyder gunstige vaekstbetingeiser for Azofobac-
ter, kan denne formere sig overordentlig sterkt ved tilsaeining
af tilgaengelige organiske nzringsstoffer, sasom sukkerarter eller
salte af organiske syrer. Kvezlstofbinding kan da ofte pavises
analytisk, hvortil dog som regel kreeves omssetning af forholds-
vis store stofmeengder og en filsvarende enorm formering af
Azotobacter (se f. eks. Jensen, 1940). Da man mé vente, at for-
syningen med tilgengelig kulstofnering ved siden af reaktion og
fostforsyreindhold er en af de vigtigste faktorer, der bestemmer
- Azolobacter-floraens teethed, udfortes der nogle forseg med jord,
hvortil der satles sma mengder organisk stof af sidan karakter
(alkoholer og organiske syrer), som kan ventes at opstid ved
mikrobiel nedbrydning af komplekse organiske materialer, og
Azotobacter-floraens udslag herfor bestemtes ved kimtalling pé
dextrin-agar med korte tidsmellemrum efter tilsatningen.

I et indledende forseg anvendtes den meget azotobacterrige
havejord fra Statens Planteavls-Laboratorium. Porlioner pa 150
g fugtig jord (ca. 20 pet. vand) anbragtes i glasskale med til-
setning af: A) intet, B) 0.1 pet. calciumlaktat, C) 0.1 pct na-
trmmacetat D) 0.1 pet. wthylalkohol. Resultatet findes i Tabel 5.
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Tabel 5.
Formering af Azofobacter i jord med 0.1 pet. organisk stof.
Inkubation, Azotobacter, 1000 pr. g jord med tilszetning af:
i
ymer Ca- lactat ’ Na- acetat ‘ wthylalkohol ‘ konirol
o | o o

16 2. 000) (> 2.000) (> 2.000) 43
42 5.800 1.800 | 30500 | —
70 6.300 —_— ; 7.900 ’ 39

Allerede efter 16 timer viser jorden med de organiske stoffer
en helt explosiv formering af Azotobacter, og denne nar efter 42
timer en storrelsesorden (indtil 30 mill. pr. g), der aldrig ses
under naturlige forhold. Da szrlig sthylalkohol synes at udnyt-
tes hurtigt og ievrigt er kendt som et udmserket ns=eringsstof for
Azotobacter, gentoges forspgel med flere jorder tilsat mthylalko-
hol i lavere men varierende koncentration. Resultaterne af disse
forseg findes i tabel 6.

Vi finder her i alle tilfeelde, mindst udprasget i sandjorden fra
Tylstrup og lerjorden fra Abed, en kraftig formering af Azotfo-
bacter ved de hajere alkoholkoncentrationer, og i jorderne fra
Tystofte og Blangstedgaard er en formering allerede indtradt ved
0.004—0.005 pct. alkohol. Formeringshastigheden stiger tillige .
i et langt steerkere forhold end alkoholkoneentrationen, og 0.04—
0.05 pct. alkohol giver i fire jorder anledning til langt hgjere
Azotobacter-tal, end man nogensinde finder i naturlige jorder.
Alkoholkoncentrationen synes sfledes for hver jord at have en
vis »terskelveerdi¢, som ma overskrides, forend formeringen af
Azotobacter nir et betvdeligt omfang. Man kunne formode, at
det her drejer sig om forholdet meliem tilsat alkohol og disponi-
belt- mineralsk kvselstof (nitrat og ammoniak) i jorden {sml.
Winogradsky (1926), som angiver, at C:N-forhold snavrere end
100:1 hindrer formering af Azofobacter), og at den sterke for-
mering ferst indtraeder, nar det tilstedevaerende ammoniak og
nitrat er opbrugt af ikke-kvelstofbindende organismer. Dette er
imidlertid ikke tilfaldet, saledes som det fremgar af nogle nitrat-
bestemmelser ved forsegets afslutning i tre jorder, hvor nitratet
i intet tilfzelde var opbrugt; i jorden fra @dum synes overhovedet
intet nitratforbrug at have fundet sted. Forsegene viser siledes

42
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Tabel 6.
Formering af Azofobacter 1 jord med tilsazining af wthylalkohol
Inkuba-
Jord tion, Antal Azofobacter pr. g jord med pct. alkohol:
timer
Havejord, 1] 0.002 0.01 0.0z
Lyngby. —
PH 7.5, 0 38,000 — — —
Ft18. 18 43.400 40,000 266.000 12.330.000
42 42,600 33.000 242.000 3.470,000
Lérjord, 0 0.002 0.02 T 0.08
Tystofte,
pH 7.3, 0 60 _ _ ‘ —_
Ft 6.0 20 77 446 8.600 | 3.300
68 110 160 31.400 (> 100.000)
115 100 46 23,800 136,000
190 — — 15.300 2,060,000
Sandjord, ‘ 0 ‘ 0,005 l 0,02 0.05
Tylstrup. L
pH 7.2, 20 40 27 170 2.300
Ft 8.e. 35 34 40 70 1.300
72 63 30 80 1.700
Lerjord, ‘} 0 i 0. Q.05
Gidum. _}
pH 7.3, 0 ( 440 — —
Ft 8.. 18 490 2.100 79.000
44 370 5.400 103.000
72 340 770 67.000
NO,N, p.p.m.|| 72 45.2 ' { 441 45,2
Lerjord, ‘ 0 i 0,005 l 0,01 T 0.05
Blangsted- .
gaard. 0 140 — - —
pH 7.6, 18 180 370 1.940 5.000
Ft7. 42 180 360 1.780 177.600
70 100 650 1.540 750,000
NO,-N, p.p.m. 70 43,2 44,4 }_ 34.8 17.¢
Lerjord, 0 O.v05 [+ X3 0.05
Abed, _
pH 7., 0 40 l — — —
Ftb.. 18 33 | 23 (<100) 3.300
42 37 33 70 11.400
72 13 27 . 27 5.360
NOg-N, p.p.m, 72 33.8 19.7
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ganske utvetydigt, at en livlig formering af Azotobacter kan
finde sted i jord af betydeligt nitratindhold, omend det er em
kendt sag, at nitrat- og ammoniakgedskning tenderer til at redu-
cere Azolobacter-floraen (se f. eks. Ziemiecka (1933) og Stéckli
(1944)).

Den tilsyneladende uoverensstemmelse med Winogradsky’s
resultater ma sandsynligvis forklares derhen, at i Winogradsky’s
forsgg bestemtes formeringen af Azotobacter ikke egentlig kvan-
titativt, men alene ved bedemmelse af det mikroskopiske billede
i farvede praparater af jordopslemning. En formering af en
sterrelsesorden som den her iagttagne — nogle hundredetusinder
eller f& millioner pr. g — lader sig herved ikke pavise med blot
nogenlunde sikkerhed 1 normale jorder, der ved mikroskopisk
teelling udviser bakterietal pa flere hundrede millioner eller vel
oftere et par milliarder pr. g.

Det fremgar endvidere klart af forsegene, at i jord af gunstig
reaktion og fosforsyreindhold repraesenterer del organiske noe-
ringsstof (irn casu =thylalkohol) en begreensende fakior for
Azofobacter-vaeksten, hvilket for en stor del forklarer den man-
gelfulde korrelation mellem Azotobacter-tethed, reaktionstal og
fostorsyretal. I og for sig er den sterke formering af Azotobacter
med forholdsvis sma meoengder organisk stof teoretisk let for-
“klarlig. En alkoholdosis p4 0.01 pet. svarer til 100 y alkohol =
52 y kulstof pr. g jord. En enkelt Azotobacter-celle kan anslas
til at have et volumen pi 5 4*; hvis man regner med en veegt-
fylde p& 1 og et torstofindhold pa 20 pet.. hvori 50 pct. kulstof,
vil en million Azofobacter-celler siledes reprasentere 0.5 y celle-
kulstof. Der vil altsd af de 52 y alkohol-kulstof kunne dannes
ikke mindre end 26 millioner Azotobacter-celler, forudsat at 25
pct. af alkoholen anvendes til cellesynthese og resten til respi-
ration. Man far séledes det indtryk, at den almindelige tethed
af Azotobacter i jorden — mindre end tusinde pr. g — mé svare
til omszetning af meget smé meengder organisk stof og en tilsva-
rende ubetydelig kvalstofbinding. Mangder af energimateriale
svarende til de her anvendte koncentrationer pa 0.01 til 0.05 pct.
alkohol bliver ejensynlig ikke tilgsengelige i en enkelt dosis
under naturlige forhold, da man-i s4 fald skulle vente at finde
langt hejere Azotobacter-tal end de virkeligt forekommende. Der



640

anstilledes nu et mere langvarigt forseg med periodisk tilsetning
af sm4 maengder alkohol til jorden, hvorved man savidt muligt
sogte at efterligne forholdene i en jord, hvor energimateriale
gradvis bliver tilgeengeligt for Azotobacter gennem mikrobiel
nedbrydning af andre stoffer. Samtidig segtes det oplyst, hvor-
vidt en analytisk paviselig kvalstofbinding indtrseder, nir Azoto-
bacter-teetheden kunstigt holdes pa et noget hejere niveau, end
man finder under naturlige forhold.

Der anvendtes hertil en let lermuld fra Tystofte forsegsstation
(sml. tabel 6, forsag 2). Duplikat-portioner pa 500 g lufttor jord
tilsattes 11 pct. vand og anbragtes i 500-c. c-flasker med lagstsid-
dende l4g. Yderligere tilsattes pr. glas:

A: intet (kontrol)
B: 0.2 g (.04 pet.) sethylalkohol ugentlig,
C: 0.0 » (0.2 pct.) » »

Jordportionerne opbevaredes ved 25° C, og fordampningstabet
erstattedes ugentlig ved tilseetning af destilleret vand sammen
med alkoholen. To eller tre dage efter hver alkoholtilszetning
udfertes tzxellinger af Azotobacter pi dextrin-agar. Forseget, der
fortsattes gennem 108 dage (16 alkoholtilsetninger) gav imid-
lertid ret uklare resultater, I kontroljorden holdt Azotobacter-
teetheden sig ret konstant omkring 30 til 100 pr. g. I jorden med
0.004 pct. alkohol sas kun en ubetydelig formering ved forsegets
hegyndelse; efter 7 uger forhejedes dosen til 0.008 pct. og efter
12 uger yderligere til 0.016 pet.; til trods herfor indtradte ingen
formering af Azotobacter, som efter 11 uger overhovedet ikke
laengere kunne pévises i jorden, hvilket kunne tyde pa, at anti-
biotiske fenomener har gjort sig gseldende. I jorden med 0.02
pct. alkohol sas en kraftig formering (2000—3000 pr. g) efter
den forste tils®tning, men ligesom i den forste jord aftog tallene
i de folgende uger; da alkoholdosis efter 7 uger forhejedes til
0.04 pet., opstod der igen ret heje men noget variable tal (2000—
50,000 pr. g), stigende til 40.000-—-340.000, da dosis efter 12 uger
yderligere forhajedes til 0.08 pct. Ved forsegets slutning bereg-
nedes, under hensyniagen iil bortfjernelsen af de smi mangder
jord, der var brugt til Az'oiobacier—taelling, at der ialt var tilsat
til jord B: 0.761 g alkohol, og til C: 3.79 g. Hvis hele alkohol-
mzengden var udnyttet af Azotobacter-floraen alene, skulle man




641

vente kvalstofbinding pa ca. 15—30 mg pr. kg jord i B og 75—
150 mg i C, hvilken sidste veerdi let skulle kunne pavises analy-
tisk (tre stammer af Azotobacter i renkultur viste sig at hinde
10—18 mg kvaelstof pr. g tilsat alkchol). Kvzlstofhesiemmelser
i nogle af jordprgverne efter Carsten Olsen (1927) viste imidler-
tid ingen kendelig foregelse af kvaelstofindholdet:

mg N pr. kg Signifikant forskel,

turjord mg
For forseget........................... 1223
Efter forseget: A (kontrol).............. 1237 P 0.05: 11.4
» » C (0.7 pet, alkokol) .. ... 1233 P O.01: 15.4
» » C » D e 1226

Den tilsyneladende forpsgelse af kontroljordens kveelstofind-
hold kan nzppe udleegges som kvaelstofbinding, og selv i jord G
med det ret hoje antal Azofobacter kan kvelstofbinding ikke pa-
vises (sml. tidligere forseg (Jensen, 1940), hvor en jord med
halmtilseetning under aerob opbevaring i 3 méineder udviste en
Azotobacter-tzethed pa flere millioner pr. g, uden at der ind-
tradte nogen paviselig kvaelstofbinding).

Da kvalstofbindingsprocessen hos Azotobacfer i hovedsagen
er identisk med opbygning af cellemateriale, og bundet kvalstof
i jorden med god tilnsermelse kan bestemmes netop som celle-
materiale (Jensen, 1940), er det muligt at udfere en skensmses-
sig beregning af det antal Azotobacter-celler, der er nedvendigt
som minimum for en kvealstofbinding af givet omfang. Hvis vi
ligesom faor antager, at hver Azotobacter-celle har et gennem-
snitligt rumfang pa 5 42, med 20 pet. torstof og 10 pct. kvalstof
heri, vil 10 millioner Azofobacter-celler indeholde 1 » kvelstof.
En binding af blot 2.5 kg kveelstof pr. ha arlig vil altsi, dersom
man regner med 2500 tons jord pr. ha, svare til 1 y kvalstof,
eller 10 mill. Azotobacter pr. g jord. Forudsztter man, at vekst-
betingelser er tilstede 200 dage Aarlig, ma der altsd dannes
10,000,000/200 = 50,000 Azotobacter-celler pr. degn; dette ville
f.eks.kunne realiseres, hvis en Azotobacter-population pa ca. 2000
pr. g fornyer sig selv ved deling af hver celle med en times mel-
lemrum — en forudsaetning som forevrigt kun ville gelde under
ret gunstige temperatur- og fugtighedsforhold. En kvzlstofbin-
ding pa 25 kg pr. ha, som der ofte regnes med, ville folgelig
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kraeve en 10 gange teettere population (20.000 pr. g). Da kun ca.
7 pet. af de undersegte jorder har vist Azotobacter-tethed pa
mere end 1000 pr. g, og kun ca. 1 pct. phA mere end 10.000 pr. g,
synes det berettiget at siutte, at kun i et ganske lille fatal af
jorder kan man vente en kvzlstofbinding, der kan maéles i kilo-
gram pr. ha Aarlig.

Det mé ganske vist erindres, at Azofobacler-tetheden i jorden
udtrykt ved talling pa agarplader angiver et minimum og ikke
nadvendigvis det absolutte antal organismer i jorden, da en del
af de talte kelonier utvivlsomt hidrerer fra celle-aggregater og
ikke fra individuelle celler. T jord, hvor Azotobacter var si tal-
rig, at en nogenlunde sikker mikroskopisk tzlling kunne udferes,
fandtes dog ingen meget stor forskel pa pladetzlling og de mikro-
skopisk bestemte Azotobacter-tal (Jensen, 1940), og desuden ger
et andet vigtigt moment sig gxldende: den foranstiende bereg-
ning hviler pA den forudssetning, at de opstiede Azofobacter-
celler tager alt deres kveelstof fra atmosferen. I kulturjord, hvor
nitratdannelse er el normalt fanomen under de samme reak-
tions-, temperatur- og fugtighedsbetingelser, som begunstiger
vaeksten af Azofobacter, er denne forudsztning ikke berettiget.
Som péavist af Bortels (1936) og Horner & Allison (1944) kan
Azotobacter, ialtfald med tilstrazzkkelig molybdaenforsyning, vel
binde noget kvaelstof ved tilstedevaerelse af nitrat, men ikke uden
samtidig at dekke en del af sit kvaelstofbehov (i Horner & Alli-
son’s forsgg ca. halvdelen) ved assimilation af nitratkveelstof.

De kvzlstofmzngder, der kan ventes bundet af den normale
Azotobacter-population i jordbunden, lader sig p& ingen made
pavise ved direkte kvalstofbestemmelse efter Kjeldahl (sikkert
heller ikke efter Dumas); det er imidlertid muligt, at forseg
med isotopisk kvalstof (atmosfxere med N'® og massespektogra-
fisk bestemmelse heraf i jorden) vil kunne skaffe klarhed i
spergsmalet. Der er her grund ti! at minde om et gammelt for-
seg af Schloesing (1888), som ved gasometrisk bestemmelse ikke
med sikkerhed kunne pavise kvalstofbinding i jord efter 14
méneders opbevaring i lukkede beholdere, i mods®tning til Ber-
thelot’s omtrent samtidige angivelser om staerk kveelstofbinding
under lignende forhold. En gentagelse af Schloesing’s forseg efter
kvazlstofisotop-metoden ville frembyde stor interesse.
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Det mi sluttelig fremhseves, at de her fremsatte betragininger
kun geelder for den ikke-symbiotiske kvwmlstofbinding, som skyl-
des Azotobacter, og ikke for andre fritlevende kveelstofbindende
bakterier (Clostridium butyricum og beslazglede arter), om hvis
eventuelle betydning i jordbunden vor viden endnu er yderst
mangelfuld.

Afhsenger kveelstofthindingen hos Azotobacter af
klimatiske faktorer ?

I kulturer af een og samme stamme af Azofobacter ser man
ofte, at kvelstofbindingen varierer ret betydeligt fra det ene for-
seg til det andet. Dette forhold er i nyere tid studeret af Bortels
(1940), som pa grundiag af {lere irs forseg mente at kunne fast-
sla, at veksten under igvrigt konstante betingelser varierer i
overensstemmelse med vejrforholdene, idet Azotobacter angives
at vokse kraftigt, nir et barometrisk hejtryk nermer sig, samt
sé& leenge dette vedvarer, og omvendt svagt, nir et laviryk neermer
sig eller vedvarer. Fmenomenet iagttoges i substrat med bundet
(NH,NQO,) savel som frit kvealstof (gwmlder altsd veeksten som
sadan og ikke blot kvalstofbindingsprocessen) og synes ogsi at
optreede i jordkulturer. Da hverken det absolutte Iuftiryk eller
luftens sammensaetning til forskellig tid pavirkede veeksten, an-
tog Bortels, at feenomenet métte skyldes en ukendt fysisk faktor,
muligvis en sarlig art hard straling, hvis intensitet stod i forbin-
delse med vejrliget, men som ikke var identisk med den kosmi-
ske straling. Efter den af Bortels givne fremstilling er det noget
vanskeligt at bedemme korrelationen, da den meteorologiske fak-
tor kun udtrykkes som shejtryke eller »laviryke, og vaksten
méltes i det store flertal af forsegene (med Az. chroococcum)
kun ved rumfanget af bakteriesediment produceret i 4 degn ved
30° C. Kun i en enkelt kortvarig forsegsserie med Az. agile ud-
fortes kvantitative kveelstofbestemmelser i 24-timers kulturer,
og her fandtes ofte en meget darlig overensstemmelse mellem
duplikatkulturerne (hvilket igen tilskrives vejrliget).

Da Bortels’ resultater ikke hidtil synes efterprevede, anstille-
des der fra maj 1948 til september 1949 en raekke lignende for-
sog. To stammer af Az, chroococcum, en sterkt og en moderat
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kvaelstofbindende, dyrkedes 5 degn ved 25° C i folgende nerings-
oplesning: glukose 20.0 g, K. HPO, 1.0 g, CaCO, 2.0, MgSO, 0.5 g,
NaCl 0.5 g, Fe30, 0.1 g, Na,MoQO, 0.005 g og destilleret vand 1000
ml. Der anvendtes stedse duplikatkulturer med 25 ml suhstrat i
250 cc erlenmeyerkolker. Podematerialet stammede fra 2-dages
kulturer pa et til oplgsningen swvarende agarsubstrat. Kvantitative
kveelstofbestemmelser i 82 forseg gennem 16 méaneder udviste en
del variation i kveelstofbindingen, idet der fandies:

Gennemsnitlig kvaelstofbinding, Standard-
mg pr. kultur. afvigelse, mg
Stamme A 6.79 + 1.008
» B 5,16 + 0,602

Gennemgaende var resultaterne dog mere regelmassige, end
tilfeeldet synes at vaere i Bortels’ forssg; betydelige afvigelser var
fatallige, og tallene udviste en iilnaermelsesvis normal fordeling,
for begge stammers vedkommende dog med ct ret stort overskud
af varianter omkring gennemsnit (spidstoppede fordelingskur-
ver). De udpreegede afvigelser, som mest gik i negativ retning,
udviste ingen kendelig sammenhseng med vejrlig og lufttryks-
#ndring og opiradte ikke alle til samme tid hos begge stammer;
pé den anden side sas ofte udpregede vejrforandringer, som ikke
ledsagedes af sendringer i baklerievaeksten. Derimod forekom
der hos begge stammer visse smé, men signifikante langtidsvaria-
tioner, som dog ikke gik parallelt hos de to stammer og siledes
ikke synes at skyldes nogen falles ydre faktor. Hos den staerkest
kvaelstofbindende stamme gav denne langtidsvariation sig udtryk
i en gradvis aftagen af kvelstofbindingen i lebet af 1949. Dette:
faeenomen synes at finde fyldestgorende forkiaring gennem en
mutationslignende andring i de kulturer, der gennem hele for-
segsperioden havde veeret dyrket pa agarsubstrat, hvorfra pode-
materialet toges. Ved forsegsperiodens afslutning bandtes der
kun 5.6—6.5 mg kveelstof pr, kultur, eller 12—13 mg pr. g for-
brugt glukese, medens andre kulturer, hvortil podematerialet to-
ges fra en kultur i sieril jord anlagt i september 1948, bandt 7.6
—7.7 mg kveelstof pr, kultur, eller 16 mg pr. g glukose, hvilket
var omtrént det samme som pa det tidspunkt, da jordkulturen
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blev anlagt. Variationerne i veekstintensitet og kvalstofbinding
synes siledes, foruden af de uundgielige sma =ndringer i.sub-
stratets sammensaetning og tilberedning, for en stor del at hero
pA indre egenskaber hos bakterierne, og forsegene giver intet
grundlag. for antagelse af en hidtil ukendt ydre faktor af me-
teorologisk eller kosmisk oprindelse,

Oversigt, :

En undersegelse af 264 danske jorder, for sterstedelen ager-
jorder, viste forekomst af Azotobacter i 142 (53.8 pect.) af disse.
Azotobacter fandtes kun undtagelsesvis i jord med reaktionstal
pa under 6.0, medens hyppigheden iovrigt steg med stigende reak-
tionstal; ved pH 7.5 og derover fandtes Azofobacter praktisk talt
kenstant. Tetheden af Azotobacter, bestemt ved teelling af kolo-
nier pa agarsubstrat, varierede fra 0 til 80.000 pr. g jord. Tal
pa mindre end 100 var almindeligst (26.9 pct. af samtlige jorder,
eller halvdelen af de Azotobacter-holdige), medens kun ca. 7 pct.
af jorderne indeholdt mere end 1000 og kun 1 pet. mere end
10.000 Azotobacter pr. g (de sidste alle havejorder). Iavrigt fand-
tes der ingen sammenhseng mellem Azofobacter-tzetheden og jor-
dernes fysiske karakter eller afgredernes art. I de Azotobacter-
holdige jorder fandtes der en tydelig omend ikke stor positiv
korrelation mellem Azotobacter-tzztheden og reaktionstallet (kor-
relationskoefficient mellem pH og log (Azotobacter): r = 0.459)
samt fosforsyreindhold (korrelationskoefficient mellem Ft og log
(Azotobacter) : r = 0.358). Mellem humusindhold og Azoto-
bacter-tthed fandtes ingen betydningsfuld korrelation.

I adskillige jorder af gunsiig reaktion og hejt fosforsyretal
fandtes ingen Azotobacter, muligvis pa grund af mangel pa til-
streekkelig organisk nering eller forekomst af antibiotiske feeno-
mener.

Den hyppigst forekemmende art var Az, chroococcum; min-
dre hyppigt fandtes Az. beijerinckii, fortrinsvis i neutrale eller
svagt sure jorder med relativt lavt forforsyretal. Et antal stam-
mer af begge arter viste i renkultur den for Azofobacter normale
kvaelstofbinding pa ca. 10 til 18 mg kvaelstof pr. g forbrugt glu-
kose. Gennemgdende viste Az. chroacoccum en hurtigere og kraf-
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tigere vaekst end 4z, beijerinckii. Andre Azotobacter-arter fandtes
ikke, ej heller aerobe kvalstofbindende organismer af andre
grupper.

I jord af gunstig reaktion og fesforsyreindhold synes indhol-
det af tilgsengelige organiske namringsstoffer (energimateriale) at
vaere den begrensede faktor for udviklingen af Azotobacter. I sa-
danne jorder medforte tilssetning af sma mengder athylalkohol
{0.04—0.05 pct.) en meget hurtig og kraftig formering af Azoto-
bacter, som i lgbet af et par degn naede langt hejere tal, end
man nogensinde finder under naturlige forhold. En sadan sterk
formering kunne finde sted i jord med ret hajt nitratindhold (ca.
40 mg NO,-N pr. kg).

Til trods for deres betydelige kvalstofbindende evne i ren-
kultur kan Azotobacter-organismerne pa grund af deres relative
fatallighed i jordbunden nzeppe tillegges stor betydning for jor-
dens kveelstofbalance. I gunstigste tilfaelde kan man anslé, at kun
i et mindretal af danske jorder (miske de 6-—7 pet. hvis Azoto-
bacter-tethed overstiger 1000 pr. g) kan der ventes en kvalstof-
binding, som beleber sig til nogle f4 kg pr. ha &rlig, medens
hgjere tal kun kan ventes undtagelsesvis. Hvis de fritlevende or-
ganismers kvalstofbinding overhovedet spiller nogen rolle i sam-
menligning med afgredernes kvaelstofkrav under danske forhold,
mé sjensynlig andre grupper afl organismer (Clostridium-arter)
vezere ansvarlige for hovedparten heraf. En virkelig experimentel
lesning af dette problem vil muligvis kunne opnéas gennem forseg
efter kveelstofisotop-metoden.

Der fandtes intet holdepunkt for antagelsen af en ukendt
meteorologisk faktor, der pavirker vaeksten af Azotobacter under
laboratoriebetingelser, som haevdet af Bortels.

Summary.
The Occurrence of Azofobacter in Cultivated Soils of Denmark.

The distribution and density of Azotobacfer in Danish soils was investigated
by plate-counting on nitrogen-free dextrin agar. The survey included 264
samples, mostly from arable soils, of a reaction varying from pH 4.5 to pH 8.5.
In no case was Azofobacter found in soil of pH less than 5.8, and its distribution
was closely correlated with the soil reaction, as shown hy following figures:
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Number of soil samples:

pH-range: Total Containing Azotobacter
<6 42 4 ( 95 pet)
B.0-—6.a...... 55 15 (278 »)
65—6.s...... 64 33 (5ls »)
To—T7.4...... 49 38 (776 »)
7.6—7.9 .. 38 34 (944 »)
8.0—8.5 .. 18 18 (100 »)

The density of Azelobacler varied from none to 80,000 per gram of soil.
Numbers higher than 10,000 were only observed in garden soils, and the low
densities (less than 100 per gram) were predominant:

Azotobacter per  Number of samples: Per cent of Total:

gm. of soil:
0 122 46.2
<100 71 26.9
100—1000 52 19.7
1000—10.000 16 6.1
>10.000 3 1.1

The physical character of the soil (sand or loam) and the nature of the
crops did not appear to influence the distribution or the density of Azofobacter.
A simple correlation coefficient of + 0.537 was found between pH and log
(Azotobacter) in the 142 Azofobacter-positive soils. Phosphate - index (Ft) as
well as pH was determined in 121 of these soils. The following partial correlation
coefficients were found:

Between pH and log (Azofobacter), Ft eliminated: r = +0.459,
Between Ft and log (Azofobacler), pH eliminated: r +0.358.

These values are both significant beyond the 1 pCt. point. No significant
correlation was found between the humus content, which varied from 1.27 to
8.42 9%, and the density of Azofobacter. Several soils of favourable reaction and
phosphate content did not contain Azotebacter, possibly owing to lack of avail-
able organic matter or to antibiotic phenomena. A number of soil actinomycetes
showed strong inhibitory action towards six strains of Azofobacter when grown
on lucerne-extract glucose agar, some also on soil-extract glucose agar.

Az.-chroococcum was the most common species. Az. befferinckii was found
less frequently, and seemed somewhat characteristic of neuiral or faintly acid
soils of comparatively low phosphate content. Fifteen strains of Az. chroococcum
and nine of Az. befjerinckii showed in pure culture a normal nitrogen-fixing
ability ranging from about 9 to about 18 mgm. nitrogen per gm. glucose con-
sumed. Az. beiferinckii grew generally more slowly than Az. chroococcum, and
its growth was usually more obviously improved by the addition of 0.1 % agar

o the liquid medium.

x
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The supply of available organic matter (energy material) appeared to be
the chief limiling factor for the growth af Azofobacfer in soil of favourable
reaction and phosphate contenl. In such soils the Azotobacfer-flora responded
immediately to addition of 0.01—0.05 % ethanol with a vigorous multiplication,.
even in the presence of quite high concentrations of nitrate (17—45 p.p.m.
NO,-N). In some cases even a dose of 40—50 p.p.m. ethanol caused an
observable stimulation of Azofobacter. No gain of nitrogen could be detected
after 33 months in a soil where the Azolobacter-flora. had been stimulated by
small weekly additions of ethanol and had reached a density up to 340,000
per gm.

In spite of their vigorous nilrogen fixation in pure culture, the Azotobacter-
organisms do not seem te represent a major factor in the nitrogen economy of
normal soils, owing to their relative sparseness. If the average Azotobacter—cell
is estimated to measure 5 g, with a specific gravity of unity, a dry matter content
of 20%, and a nitrogen content of 109% in dry matter, a simple calculation
shows that merely a fixation of 2.5 kg. nitrogen annually per hectare (2500 tons
of top soil} will require the production of 10 millions of Azofobacter-cells per
gm. of soil, or 50,000 new cells per 24 hours, if it be assumed that Azofobacter
finds suitable growth conditions for 200 days each year - and then only under
the further assumption that these cells derive their nitrogen exclusively from
the atmosphere. At the best, a gain of this magnitude can be expected only in
-the comparatively few soils (approximately 7 %) that show a density of Azofo-
bacter higher than 1000 per gm., while gains of higher magnitude (20—50 kg.
per hectare) must be quite exceptional. The importance of other free-living
‘nitrogen-fixing bacteria (Clostridium spp.) remains obscure, and it appears
highly desirable that the isotopic-nitrogen method should be brought to bear
on the phenomencon of non-symbiotic nilrogen fixation in soil and its true
significance in the nitrogen balance of agricultural soils.

Periodical nitrogen fixalion experiments with two strains of Az. chroococcunr
were conducted for 16 months, in order to test the hypothesis of Borfels on the
_existence of an unknown factor of meleorologieal origin, influencing the growth
of Azotobacler under constant laboratory conditions. No evidence for the existence
of such a factor was found.
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