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LARS-GUNNAR ROMELTL

EN NITRITBAKTERIE UR SVENSK
SKOGSMARK.

°

(Hirtill 10 fig, sammanforda & 3 planscher.)

orliden vinter vistades jag som Rockefeller-stipendiat® vid Insti-

tut de microbiologie agricole i Brie-Comte-Robert for att studera

WINOGRADSKYS jordbakteriologiska metoder, sirskilt hans metod
for direkt mikroskopisk bakteriologisk analys av jord. Déarunder begag-
nade jag tillfillet att syssla med ett och annat speciellt jordbakteriolo-
giskt problem. Bl a. upptog jag arbetet att soka identifiera de till sina
verkningar under de sista tvd decennierna si flitigt — ej minst i Sve-
rige — studerade, men till sin natur okidnda nitrifikationsorganismerna i
skogsmarken. Valet av denna uppgift foll sig naturligt, trots det de
langsamma nitrifikanterna dro erkant otacksamma att arbeta med och
arbetet alltsd kunde befaras ej hinna ge ndgra resultat pi den tid, som
.stod mig till buds. Det var ju ndmligen ett enastdende tillfille att fa
dtminstone pdborja dessa studier pad det institut, som forestds av pro-
fessor WINOGRADSKY, nitrifikanternas upptidckare och den ende, som
mera ingdende sysslat med deras morfologi. Det lyckades mig ock re-

dan nere i Brie att identifiera nitritbildaren — eller en nitritbildare, for
att uttrycka mig forsiktigt — i de tvd undersbkta proven av nitrifie-
rande skogshumus. Diremot hann jag ej med att med sidkerhet identifiera
den — eller de? — organismer, som vidare oxidera nitritet till nitrat.

De humusprov, med vilka jag arbetade, hirstammade dels fran ett hygge
i barrblandskog i Bjorkviks socken, Sédermanland, dels frin ett hygge
i rdhumusbokskog & Tonnersjohedens forsSkspark, Breareds socken, Hal-
land. Det forstnimnda materialet dr detsamma som i stor utstrdckning
anvints som »infektionsjord» vid HESSELMANS (1926, sid. 203) undersok-
ningar. Det senare materialets nitrifierande férmiga var ej kind genom
laboratorieférsék, men man kunde sluta sig dirtill av hallonférekomsten
pa hygget. Proven insamlades och tillsindes mig genom Skogsf6rsoks-
anstaltens forsorg, Bjorkviksmaterialet av docent C. MALMSTROM, Tonner-
sjohedsmaterialet av skogsmistare G. MELLSTROM. Jag begagnar till-
fillet att dven hir uttala mitt tack for den virdefulla hjilpen.

I Med bidrag #ven frin fonden for skogsvetenskaplig forskning, till vilken jag hirmed
vill dérfér framfora mitt tack.
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Viatskekulturer. Kulturer av nitrifikanter 4ro som nidmnt alltid svéra
att f3 fart pd, men med skogsjorden gick det lingsammare 4n vanligt.
Medan man i vitskerdkultur efter ympning med WINOGRADSKYS »terre
témoin» (WINOGRADSKY 1925, sid. 31) kunde ha maximal reaktion med
TROMSDORFFS reagens redan efter en a tvd veckor, drojde det dven i
passande kulturvitska 6 veckor eller mer, innan en motsvarande® nitri-
fikation instdllt sig i de med Bjorkviksjorden ympade kolvarna. I den
klassiska miljon med magnesia lyckades det mig 6verhuvud ej att fa
nagon nidmnvird nitrifikation i ging vid ympning med skogsjord. Dir-
emot gick det, om 4n som sagt lingsamt, sedan magnesian utbytts mot
kalciumkarbonat. Detta stimmer med GAARDER och HAGEMS erfaren-
heter. I de f6ljande generationerna kunde det gid fortare dn i moder-
kulturerna. Kulturerna arbetade likvil stiddse lingsamt i jaimforelse med
dem av de vanliga, fran »terre témoin» i Brie hirstammande organismerna.?

Med humusen frdn Tonnersjoheden lyckades jag icke fi fram ndgon
pataglig nitrifikation i vitskekultur. '

Lika litet lyckades mig detta med humus frdn bestdnd i Bjorkvik,
ehuru denna méste innehailla nitrifikanter (jfr HESSELMAN 1926, s.348-—351)..

Spontankulturer. Av Ovriga kulturmetoder forsoktes bl. a. den av
WINOGRADSKY gidrna anvinda metoden med s. k. spontankulturer (jfr
WINOGRADSKY 1926, sid. ¢), d. v. s. utan anvdndning av ndgot artificiellt
substrat. Man tillsitter endast vissa dmnen (i detta fall ammoniumsalt)
till jorden, blandar det hela vil och lagrar i petriskdl i termostat. Av re-
sultaten ma framhallas, att hyggeshumusen fran Bjorkvik nitrifierade starkt
bade med och utan bastillsats, men visade sig mycket tacksam for till-
sats av kalciumkarbonat, medan diremot under de 2%/, ‘manader, som
forsoket pagick, ingen nitrifikation instillde sig i kulturen med humus
frin bestd8ndet i Bjorkvik trots kalkning. I férscket med Tonnersjo-
hedshumusen intridde mot slutet av forsokstiden en stark nitrifikation.
Aven i detta fall hade CaCO; tillsatts.

Halvspontankulturer. De olika jordarnas férhallande i kulturerna
tillika med kinda forhillanden angdende hyggenas »mognad» och den
av HESSELMAN (a. st.) pdvisade nirvaron av nitrifikanter i den ej nitri-
fierande humusen i det slutna bestdndet i Bjorkvik tyder p8, att nitrifi-
kanterna i rdhumusen ha att kimpa med mer eller mindre starka ham-
ningar, vilka férst forsvinna, sedan en av vissa omsdttningar av obekant
natur bestdende mognadsprocess forsiggdtt i jorden. Jag uttinkte dir-

: 1 de ungefir neutrala kulturerna med kalciumkarbonat brukade nitratbildningen f6lja
nitritbildningen titti spiren. Nitrifikationens fortgéng foljdes med en grovt kvantitativ kolori-
metrisk metod med hjilp av med platinadgla uttagna prov av kulturvitskan, med anvindning
dels av TROMSDORFFS zinkjodidstirkelse-, dels av LUNGES difenylaminsvavelsyrereagens.

2 Dessa senare voro enligt mikroskopisk undersékning typiska nitrosomonader, upptri-
dande som frittlevande kocker eller stundom som l8sa, ej inkapslade kolonier.
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for foljande metod, som under sidana forhillanden syntes mig dgnad att
fortast mojligt f4 fart pd de nirvarande nitrifikanterna. P3a en pords

platta av gips med 15 % marmorpulver och 2,5 % (HsN) MgPO, silla-
des humus till ett omkring 1 mm tjockt lager. Plattan placerades i en
rymlig petriskdl och denna fylldes f. 6. med en lsning, innehdllande de
vanliga salterna, upp till ungefir gipsplattans halva hojd. Losningen
ombyttes tid efter annan. Meningen med denna anordning var, att kul-
turen d gipsplattan skulle sd att siga efter hand tvittas ren frin de for
nitrifikanterna skadliga dmnen, som finnas i humusen eller bildas vid om-
sdttningarna i denna. Att jag tdckte hela plattan med jord i stillet for
att besd den med enstaka korn berodde frimst pd att det var onskligt
att begagna ett rikligt material, d& nitrifikanterna troligen 4ro tunnsiddda
i de motspinstigare jordarna. Jag kallar denna art av kulturer {f6r halv-.
spontankulturer.

Metoden tycks vara vdrd beaktande. I hyggeshumusen fran Bjorkvik
intridde inom omkring en maéanad en stark nitrifikation, som snabbt blev
sa livlig, att hela ammoniakforr@det uttomdes. Forsoket lyckades vil
dven med den i vitskekultur sd motspinstiga humusen frdn T6nnersjo-
heden (det bor kanske anmirkas, att siddmaterialet i detta fall mognat
forut tvd veckor i spontankultur). Inom den tid, som stod mig till buds,
lyckades det mig ddremot ej heller med denna metod att f& liv i nitri-
fikanterna i humus under bestdnd i Bjorkvik. Nir forséket efter 2*/> manad
maste avbrytas, visade vitskan endast en ytterst svag nitratreaktion.

Kulturer & kiselgel. A klara kiselgelplattor, ympade i streck med
bottensatsen fran vitskekulturer av Bjorkviksorganismen, iakttogos efter
nagon vecka under mikroskop vid 200 géngers forstoring mer eller mindre

. talrikt starkt ljusbrytande kroppar, som forst mest av allt liknade cyster
av protozoer (jfr fig. 5). De vuxo emellertid och utvecklade sig till sam-
mansatta bildningar (fig. 1—4). I preparat visade de sig vid stark for-
storing mycket padminna om de av WINOGRADSKY (1892) iakttagna och
beskrivna zoogleaformerna av nitrosomonader. Den néra liggande férmo-
dan, att de utgjorde den sokta nitritorganismen, kunde bekriftas utan
renkulturer genom den eleganta metod, som anvidndningen av det olds-
liga dubbelsaltet (H4N) MgPO,; som ett tunt 6verdrag & kiselgelplattor
utgor. Dylika plattor ympades dels genom sddd av korn ur en spontan-
kultur, dels genom »pulverisering» (medels en liten steril glasrefraichissér)
over plattan av den krossade bottensatsen ur en vitskekultur, utrord i
sterilt vatten, dels genom »plantering» av zoogleer med néal fran en
annan kiselgelplatta. Beldggningen av dubbelsalt & plattan upploses ge-
nom de ammoniakforbrukande nitritbildarnas verksamhet, och denna upp-
16sning sker helt lokalt, sa att de uppkommande klara flickarna i beldgg-
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ningen i gynnsamma fall tydligt visa, var processen ar lokaliserad. Sam-
tidigt kan man tack vare zoogleernas storlek och starka ljusbrytning vid
granskning av plattan under mikroskopet med en svag lins faststédlla dessas
fordelning. Det visade sig, att zoogleernas férekomst och dubbelsaltets
upplosning undantaglost horde samman. Kring de utsddda kornen ut-
vecklade sig antingen sdvidl zoogleer som klara zoner eller ock ingen-
dera delen. D& man skulle kunna tdnka sig, att zoogleerna kunde for-
bises, dir ingen upplosning intrétt i saltbeldggningen, gjordes for kon-
troll preparat av gelet under och omkring samtliga sdddkorn 4 en platta.
Zoogleerna kunde &terfinnas i samtliga preparat fran upplosningsflickar,
men icke i nagra andra. Nir plattorna befunno sig i limpligt utveck-
lingsstadium kunde man &dven, sirskilt & de planterade och sprutade
plattorna, direkt under mikroskopet iaktta hur de bildade upplosnings-
flickarnas begrinsningslinjer noggrant motsvarade zoogleernas eller zoo-
gleahoparnas mycket varierande konturer.

De ovriga i kulturerna iakttagbara organismerna visade ingen dylik
relation till dubbelsaltets upplosning. Bland dessa 6vriga organismer
tilldrog sig sdrskilt en vit aktinomycet uppmarksamheten. Den férekom
visserligen ungefir lika ofta dven pa korn utan uppldsningszon, men for
sikerhets skull gjordes ett renodlingsforsok genom ympning i streck &
en kiselgelplatta med dubbelsalt. Forscket gav endast en ytterligare
bekriftelse pd att zoogleerna 4ro de verkliga nitritbildarna. Plattan i
fraga ©verraskade med att ge stark nitritreaktion och visa tvd upplos-
ningsflickar efter 20 dagar. Mitt i dessa aterfunnos emellertid de van-
liga zoogleerna. I Ovrigt visade sig dven i fortsdttningen ingen upplds-
ning, trots det aktinomyceten vixte ritt frodigt i strecken.

Mot slutet av vistelsen i Brie lyckades jag dven fa kulturerna med
humus fran Tonnersjoheden sd lingt, att nitritbildaren kom till synes. A
en kiselgelplatta med dubbelsalt, sidd med korn ur en halvspontankultur,
utvecklade sig upplosningszoner och i dessa aterfunnos zoogleer, till sy-
nes alldeles identiska med dem frdn Bjorkvik. Alla hdar meddelade
figurer® hanfora sig emellertid till Bjorkviksorganismen.

Kulturer & porésa plattor. I dldre kulturer kunde man mycket
bra se organismen makroskopiskt. Zdogleahoparna, som i borjan &dro
hyalina eller atminstone ytterst svagt firgade, bli med tiden mer eller
mindre gulaktiga (men knappast bruna). De storsta jag sett hade ungefir
ett knappnalshuvuds storlek.

Utom gipsplattor begagnades till dessa kulurer filterplattor av glas-
pulver fran Schott & Gen. i Jena, detta sirskilt {6r ett férsok med od-

t Ur teknisk synpunkt kan det ha sitt intresse att anmirka att samtliga fotografier &dro
tagna utan andra hjilpmedel #n mikroskopet (utrustat med Leitz periplanokular 10 x) och en
elektrisk ficklampa (med spiraltrdd), utan kamera, kassett, extra belysningslinser m. m.
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ling av organismen vid olika p; utan anvindning av de brukliga ritt
stora koncentrationerna av olika buffertlosningar. Den anvinda pg-
skalan var ungefir 5, 6, 7 och 8; den bista trevnaden tycktes den neu-
trala 16sningen ge och ungefir lika god den alkaliska. Forsoket utfordes
emellertid i alldeles for liten skala for att tillita ndgra slutsatser.

Organismens morfologi. Jag har icke med sidkerhet sett ndgot
annat stadium an de nidmnda zoogleerna, och efter allt att doma ar detta
i sjilva verket organismens normala existensform. Likvil torde det vara
visst, att ett stadium av fritt levande — mdhinda t. o. m. rorliga —
celler forekommer. A en av plattorna iakttogs nimligen en féryngring
i form av rader eller cirkelbdgar ungefir koncentriskt till dldre zoogleer,
vilket ej gdrna kan forklaras pd annat sitt. Jag har dven en enstaka ging
iakttagit en zooglea, som i ena kanten tycktes befinna sig i upplosning. .

Zoogleernas utseende framgdr av bilderna. De enkla formernas tvir-
mitt dr oftast nigot eller nigra tiotals . Aven mindre — d. v. s. som
ej uppnd 10 ¢ — ha iakttagits, men inga si stora som 0,1 mm. Van-
ligtvis utveckla sig de enkla formerna under sin tillvixt till samman- -
satta (se figurerna) eller till massor av storre och mindre zoogleer. Kolo-
niernas utseende kan vara mycket skiftande; dn dro de bildade av relativt
f8 och stora, in av talrika sm& zoogleer. Kolonierna bli ofta si stora
att de kunna ses med blotta 6gat, bdde & kiselgelplattor och sirskilt &
pordsa plattor, dir kulturerna -kunna hallas linge och effektivt matas
efterhand genom ombyte av vitskan. Kolonierna kunna vara si fasta
och sammanhingande att de kunna plockas bort hela fran underlaget
med en preparerndl. Ibland vika de sig hdrvid omkring ndlen, men ibland
dro de sd stadiga, att de alldeles behdlla sin form. I andra fall sénder-
faller kolonien, nidr man berdr den med nédlen, i flere eller firre korn.
Dessa olikheter bero mahinda helt enkelt pd olika utbildning av den
gelékapsel, som alltid synes omge zoogleerna (se bilderna).

I zoogleerna kan man oftast redan utan firgning — i storre zoogleer
ofta, ehuru vanligtvis otydligt, redan vid svag forstoring, direkt & kisel-
gelplattorna — iaktta en struktur. Efter fiargning med jod eller sura
firgimnen sddana som eosin eller erytrosin, som icke Overfirga och ej
eller blott helt svagt firga kapseln, framtrider strukturen tydligare (fig.
6—10). Atminstone i dldre zoogleer kan man i allminhet se en dubbel
struktur, dels en mycket tydlig, finare, dels en ganska diffus, grovre.
Den senare kan man {3 soka forgives, den forra ar stidse tydlig. Vid
gynnsam firgning kan man konstatera att zoogleerna dro uppbyggda av
kocker, omkring 0,5 i tvirmdtt. Den grovre strukturen beror pd att
dessa i sin tur (ofta eller alltid?) dro forenade till paket. Aven de en-
skilda kockerna synas vara forsedda med en kapsel.
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Sammanfattning och diskussion. Den studerade nitritbildaren ur ra-
humus paminner bland férut kinda organismer nirmast om zoogleasta-
dierna av vissa utomeuropeiska, av WINOGRADSKY beskrivna nitrosomo-
nader. Didremot synes den bestimt skild fr&n de forut kdnda europei-
ska nitritbildarna i dkerjord, som &ro stdrre och enligt prof. WINOGRAD-
SKYS omd6me aldrig bilda si jittelika kompakta zoogleer (jfr min fig. 5
med fig. 23 WINOGRADSKY 1925, dir forstoringen ir 300 ginger). Aven
koloniernas firg kan anforas som en avvikande karaktir. I mina kulturer,
varav de dldsta nu levande dro atta méanader gamla, har jag aldrig iakttagit
niagon morkare firg hos kolonierna dn smutsgult. De verkliga zoogleerna
av akerjordsorganismen bli brunsvarta (WINOGRADSKY 1892, sid. 107).

Det, som det tycks, efter WINOGRADSKYS arbeten for snart 4o ar
sedan i litteraturen nistan bortglémda zoogleastadiet av nitrosomonaderna
fir genom upptickten av den foreliggande organismen nytt intresse. Som
WINOGRADSKY visat, sld dven de vanliga nitritbakterierna (ur dkerjord)
under vissa, ej ndrmare utredda betingelser 6ver i ett dylikt stadium, som
ritt envist kan halla sig. Dylika kulturer arbeta péfallande ldngsamt i
jimforelse med dem, som innehilla fritt levande kocker (jfr WINOGRAD-
SKY 1892, sid. 103). Hos den studerade skogsformen synes emellertid
av hittills gjorda erfarenheter att doma zoogleastadiet vara den normala
existensformen. Mojligen kan detta uppfattas som en tillpassning till
de relativt magra och ogynnsamma betingelser, under vilka organismen
maste leva och arbeta i rdhumus. Vissa iakttagelser (jfr WINOGRADSKY,
nyss anfort stille) tyda dock pd att zoogleaformen &tminstone ofta ar
den i naturen normala dven for de vanliga nitrosomonaderna. Hela den
»autoktona» bakteriefloran i marken (WINOGRADSKY 1923) dr f. 6. av en
liknande typ. — De morfologiska fakta foérklara 4 andra sidan att skogs-
formen ar sd lingsamt arbetande icke blott i r8kulturerna, utan dven i
de foljande generationerna.

Om allmint nitritbildarna i skogsmarken eller &tminstone i rahumus
och dirur bildad hyggeshumus® principiellt 6verensstimma med den ovan
beskrivna forklaras otvunget en hel del av GAARDER och HAGEMS iaktta-
gelser, bl. a. att det visade sig nodvindigt att anvdnda si stora ming-
der vitska f6r att ympa kulturerna, om ympningen sikert skulle lyckas.
Om frilevande celler praktiskt taget saknas, s maste det alltid bli en slump
om man i ett litet uttaget vitskeprov fir med ndgon av de pd bottnen
liggande zoogleerna. Det &r dven tydligt, att de méste erbjuda stora sva-
righeter att renodla ‘dylika organismer (jfr WINOGRADSKY 1892, sid. 109).

* Det enda man forut vet om utseendet hos andra nitrifikanter in den normala &ker-
jordens dterfinnes i en not hos WINOGRADSKY 1892 (sid. 105) och giller en nitritbildare,
odlad ur tvd prov av torvjord. Denna form visade »det mest utpriglade och typiska zoogleiska
vixtsitts, siger WINOGRADSKY, men syntes f. 6. identisk med den vanliga kerjordsformen,
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RESUME.

Un ferment nitreux forestier,

(Avec 3 planches hors texte.)

Dans la vaste littérature sur la nitrification parue depuis les recherches
classiques de WINOGRADSKY, on trouve fort peu de données sur la morpho-
logie des agents. Il n’'y en a pas du tout, il semble, pour tout ce qui n’est
pas sol arable normal, outre quelques brefs renseignements chez WINOGRADSKY
dans une note au bas de la page (1892, p. 105), sur un ferment nitreux
contenu dans deux échantillons de terre de tourbe. '

On ne connait donc rien, jusqu'a présent, sur la nature des organismes
nitrificateurs des sols forestiers. Les recherches de la derniére vingtaine
d’années — poursuivies surtout dans les pays nordiques® — ont montré que
ces nitrificateurs forestiers doivent &tre trés répandus. Certains faits indiquent
qu’ils sont encore plus communs dans les sols forestiers que n’y est la nitrifica-
tion manifeste, phénoméne rare, aprés tout, sous futaie, dans I'humus brut
plus ou moins prononcé des foréts nordiques. On peut souvent faire nitri-
fier un tel humus brut en apparence inactif en faisant une coupe a blanc

T Les constatations de BOUSSINGAULT d’une nitrification dans les sols forestiers ayant
été controversées et restées sans suite une vingtaine d’années, la littérature moderne sur le
sujet commence seulement par le travail du Danois M. FR. WEIs, 1908. La question a
été poursuivie plus tard notamment par le Suédois M. H. HESSELMAN (1917, 1926) et par les
Norvégiens MM, T. GAARDER & O. HAGEM (1921 a et b, 1923). La contribution la plus
récente a pour auteur un Finlandais, M. V. T. AALTONEN (1926). .
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ou une clairiere dans la futaie. Dans la plupart des cas, c’est difficile de
s'imaginer qu'un ensemencement de loin ait eu lieu. De plus, on a réussi &
provoquer dans quelques expériences le méme effet au laboratoire, en ajoutant
du CaCO, & un échantillon d’humus .brut pris sous futaie (cf HEssELMAN

1926 p. 347, 529-—530).

Durant un séjour! & UlInstitut Pasteur de microbiologie agricole a Brie-
Comte-Robert, l'auteur a profité de I'occasion unique d’entreprendre avec
M. WINOGRADSKY le travail d’identifier les nitrificateurs forestiers. IL’essal a
réussi en ce que lon est arrivé & tirer un organisme spécifique de deux
formes d’humus forestier suédois et de l'identifier comme un agent nitreux.
On n'a pas eu le méme succes, jusqu'a présent, avec l'agent complémentaire,
nitrique, aussi contenu dans les échantillons. C’est que son identification
certaine exige des cultures pures. Dans la suite, il ne sera ici question que
de l'organisme nitreux.

Le travail a porté principalement sur un humus nitrifiant d’une coupe &
blanc dans une forét mixte de conjféres & Bjorkvik, province de Séderman-
land, Suéde centrale.? L’organisme décrit dans la suite et représenté dans les
figures3 est celui qui a été cultivé de cette terre. Cependant un organisme
en apparence identique a été tiré de l'autre humus nitrifiant examiné, pro-
venant d'une coupe & blanc dans une forét de hétres — & humus brut — a
Tonnersjoheden, province de Halland, au sud-ouest de la Suede. L’identification
comme un agent nitreux a été réalisée indépendamment pour lui aussi.

L’organisme n’a pas été obtenu en culture pure. Son isolation présente
des difficultés particuliéres, comme on verra. Son identification n’en est pas
moins sfire, grice 4 la méthode précieuse qu'est 'emploi de plaques silicogel
4 enduit du sel double (H,N)MgPO,.

On a varié les expériences décisives de différente fagon. Une image trés
instructive a €té obtenue en inoculant par pulvérisation avec une petite quan-
tité¢ de vase d'une culture liquide, écrasée et suspendue dans de l'eau stérile.
Au bout de quelques semaines, des taches transparentes paraissent dans
I'enduit et on peut constater sous le microscope ou avec la loupe, voire
méme avec l'ceil nu, comme ces taches ne se forment qu'autour de végéta-
tions caractéristiques, reproduisant leurs contours trés variés. Ces végéta-
tions sons formées de zooglées trés compactes, simples ou le plus souvent
composées. On peut aussi, a l'aide des plaques silicogel 3 enduit du sel
double, tirer l'organisme directement de I'humus en l'identifiant en méme
temps. Autour des grains semés il se forme ou bien des zones claires et
des zooglées; ou bien ni les unes ni les autres.

Les zooglées sont faciles & voir sur silicogel avec un faible systéme 2 sec,
grice & leur fort indice de réfraction (cf. fig. 1—s5). Seulement, elles rap-
pellent fortement des kystes de protozoaires aussi longtemps qu’elles sont

3 \

* Je tiens & remercier & cette occasion la Fondation Rockefeller (International Educa-
tion Board) et le Fonds pour recherches scientifiques forestiéres & Stockholm dont l’aide
financiére m’a rendu ce séjour possible.

2 C'est  précisément la »terre d’infection» employée dans les recherches récentes de M.
HESSELMAN (1926, p. 515). L’humus sous futaie est un humus brut, mais d’'un type fa-
vorable qui change sur les coupes & blanc en un humus assez doux.

3 Du point de vue technique il n’est peutétre pas sans intérét de remarquer que tous
les photogrammes sont faits sans autres moyens que le microscope et une lampe de poche
électrique (2 filament en spirale),
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petites et simples (cf. fig. 5). Quand elles se développent en zooglées com-
posées elles deviennent trés caractéristiques et faciles & reconnaitre (cf. fig.
1—z). Dans les zooglées plus grandes, un voit souvent déja a un grossisse-
ment de 2o0o0 diamétres une structure, une fine granulation, invisible dans
les petites & ce grossissement sur le vivant.

Les dimensions des zooglées simples comptent le plus souvent par dizaines
de microns. Il y a aussi de plus petites. On n’en a pas vu qui atteignaient
1 dizi¢eme de mm. Les zooglées composées ou agglomérations de zooglées
qui se forment réguliérement au cours du développement atteignent facile-
ment une grandeur suffisante pour étre vues & l'oeil nu, sur plaques silicogel
ou sur plitre. Avec I'dge, elles deviennent jaunitres mais guére brunes.
Ces colonies de zooglées peuvent étre tellement consistantes que non seule-
ment on peut les enlever en entier du substrat avec une aiguille, mais que
l'on a, en les manipulant sous le microscope, l'impression d'un corps rigide.
Dans d’autres cas, la colonie parait plus gélatineuse, se pliant plus ou moins
sur l'aiguille. Tantdt enfin, les €léments des colonies — c. 4. d. les zoo-
glées — tiennent si peu ensemble que I'on a l'impression de toucher avec
l'aiguille un minuscule tas de gravier. Ces différences sont peutétre dues
simplement & un développement ou un degré de gonflement différent de la
glaire (capsule) entourant chaque zooglée.

Dans les préparations (cf. fig. 6—10) convenablement colorées avec de
l'iode ou un colorant acide ne colorant pas la glaire on peut étudier la struc-
ture interne des zooglées. Il y a au moins trés souvent une double struc-
ture, une granulation plus fine, bien dessinée, due & des corps cocciformes
d’environ ops en diamétre, et un quadrillage plus grossier et bien plus diffus
indiquant que les coccus sont réunis en paquets. Desfois — surtout, il
semble, dans les zooglées moins 4dgées — on ne voit que la premiére struc-
ture. Les zooglées sont entourées d'une capsule ordinairement trés bien
dessinée. De méme une capsule, bien moins forte, semble entourer chaque
petit coccus dans l'intérieur des zooglees

Cet état zoogléique est d’apres toutes les observations faites jusqu'a pré-
sent la forme normale d'existence pour l'organisme, en un milieu liquide
aussi bien que dans la terre et dans des cultures sur milieu solide. Pourtant
il ne peut pas étre l'unique. On a vu par places sur une des plaques des
masses de mnouvelles zooglées: formant des alignées ou fragments d’arc,
rangés a une petite distance autour d'un centre occupé par de vieilles zoog-
lées. On a aussi exceptionnellement vu une zooglée présentant & un de ses
bords l'image d'une dissolution. Un stade de cellules libres doit donc exister,
mais il -parait étre bien rare et passager. Voild ce qui rend difficile l'isola-
tion de l'organisme (cf. WINOGRADSKY 1892, p. 109).

L’organisme étudié présente donc les caractéres d'une Nitrosomonas, per-
sistant, il semble, presqu’exclusivement sur le stade zoogléique. Il se rap-
proche surtout de certaines formes exotiques décrites par M. WINOGRADSKY
(1891), mais semble nettement différent des nitrosomonades européennes des
sols arables, étudides ]usqué présent, non seulement par la grandeur plus
faible des coccus mais aussi par les fortes dimensions qu’atteignent les
zooglées simples (cf. ma figure 5 avec la fig. 23 chez WINOGRADSKY 1925;
dans celle-ci, le grossissement est de 3oo diamétres). De plus, on n’a ja-
mais vu les colonies virer au brun, voire méme i »un brun-noir trés-ca-

S. Meddel. frén Statens Skogsforsoksanstalt. Hift. 24.
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ractéristique» (WINOGRADSKY 1892, p. 107) comme font les vraies zooglées
de l'organisme agricole. Dans des cultures 4gées de huit mois, la couleur est
encore d'un jaune sale. La forte tendance de l'organisme a persister sur le
stade zoogléique pourrait étre une adaption aux conditions relativement dé-
favorables que trouvent sans doute ces organismes dans I’humus brut. - Rap-
pellons que la nitrosomonade cultivée d'une terre de tourbe dont Wino-
GRADSKY fait briévement mention (1891, p. 105) se distinguait précisément
par sa tendance extraordinairement forte & former des zooglées.

Les données morphologiques obtenues expliquent la lenteur avec laquelle
l'organisme a toujours travaillé en culture. On sait qu’aussi les cultures des
nitrosomonades ordinaires travaillent lentement des que l'organisme a aban-
donné la forme de coccus ou de monades libres (cf. WINoGRADSKY 1. c. 103).

En conséquence de ladite lenteur d’action et de croissance de I’organisme,
les données sur ses propriétés en culture sont encore fragmentaires. On peut
citer cependant les expériences suivantes. Dans le milieu liquide classique,
avec du carbonate de magnésie, aucune nitrification notable a ét€ obtenue (ce
qui cadre avec les expériences de MM. GaarDER & Hacem). Dans le méme
milien avec CaCO, au lieu de la magnésie, l'action a €té assez bonne si
une fois elle s’est déclenchée. Ce n’est cependant qu’avec ’humus de Bjork-
vik que les cultures liquides donnérent un résultat marqué. Dans les cul-
tures liquides inoculées avec l'humus de Tonnersjoheden, il ne résultait
qu'une nitrification douteuse durant les 2 mois et demi que durait 'expé-
rience. Pour activer les organismes nitrificateurs dont le .développement
semble entravé dans les cultures-méres liquides contenant beaucoup d’humus,
comme dans l’humus brut non mfri, la méthode suivante s’est montrée
avantageuse. On tamise la terre sur une plaque de plitre contenant du
CaCO, et du sel double (H,N)MgPO, (p. ex. respectivement 15 et 2,5 %)
jusqu’'a avoir une couche d’environ 1 mm d’épaisseur, et on immerge &
moitié la plaque dans une solution des sels ordinaires. On renouvelle le
liquide de temps en temps. Le but de l'arrangement est de tenir la con-
centration de substances nuisibles présentes ou formées dans la terre aussi
bas que possible, en permettant en méme temps d’employer un riche ma-
tériel d’ensemencement. On pourrait nommer ces cultures demi-spontanées.
C’est cette méthode qui a permis de tirer l'organisme de I’humus de Ton-
nersjheden qui se montrait réfractaire dans les cultures liquides. La terre
sur la plaque devient avec le temps trés riche en zooglées et fournit un bon
matériel d’ensemencement pour d’autres cultures. Une autre méthode a
plaques poreuses 4 moitié immergées a €té essayée pour cultiver I'organisme
a4 des differentes valeurs de py en évitant les ‘solutions-tampon ordinaires
relativement concentrées. On a ensemencé dans ce cas avec le dépdt d'une
riche culture liquide et on a employé, au lieu de plaques en plitre, des
plaques-filtres en poudre de verre de Schott & Gen. a Iéna. Ces plaques
fournissent un support neutre au possible et ont semblé bien se préter au
but. D’aprés les expériences trés fragmentaires faites jusqu'a présent, ce
serait une réaction a4 peu prés neutre (faiblement alcaline) qui conviendrait
le mieux & l'organisme.
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Figurforklaring

till efterféljande planscher, tillhérande uppsatsen »en nitritbakterie ur svensk skogsmark».

Samtliga figurer hinféra sig till den ur humus frin Bjérkvik odlade nitritorganismen.
Forstoringen 4r for fig. 1—5 200 ginger, for fig. 6—10 1,000 ginger,

Fig 1—5 visa levande zoogleer, fotograferade direkt fran kiselgelplattor,

Fig 1—2: partier av den rikliga vegetationen & ett streck & en klar, ungefir neutral ki-
selgelplatta, ympad frin en forsta generationens vitskekultur, fig. I en ménad (33 dagar),
fig. 2 tvd ménader (63 dagar) efter ympningen.

Fig. 3—4: parti av ett annat streck 4 samma platta, ympat fr@n en andra generationens
vitskekultur, Besiningen var hir sparsammare, zoogleerna voro betydligt tunnsdddare, men
blevo i stillet storre. De béda figurerna visa exakt samma stille & plattan med tvd stora
zoogleer eller kolonier av zoogleer, fig. 3 en méanad (33 dagar), fig. 4 tvd ménader (62
dagar) efter ympningen.

Fig. 5: parti av den klara zonen kring ett saddkorn 4 en 6 veckor gammal kiselgel-
platta med &verdrag av det oldsliga dubbelsaltet (H,N)MgPO,. Riklig féryngring av zoo-
gleer; typisk bild av dylika i ungt stadium, S8ddmaterialet hirstammade frin en nira tva
ménader gammal spontankultur.

Fig. 6 visar en detalj av en utbredd, riklig vegetation av zoogleer & en manadsgammal
kiselgelplatta med (H4N)MgPOy,, ympad frin en andra generationens vitskekultur. Fotogra-
ferat direkt frin plattan efter svag jodfirgning.

Fig. 7—10 dro fotografier efter firgade preparat av bottensatsen i en andra generationens
vitskekultur,

Explication des planches

(se référant au mémoire: »un ferment nitreux forestier»).

Toutes les figures se rapportent & l'organisme nitreux cultivé de 'humus de Bjérkvik.
Le grossissement est de 200 diamétres pour les fig. 1—5, de 1,000 diamétres pour les fig.
6—10.

Fig. 1—5 représentent des zooglées vivantes photographiées directement des plaques
silicogel.

Fig. 1—2: Parties d’une strie sur plaque sensiblement neutre, inoculée d’une culture
mére liquide, fig. T un mois (33 jours), fig. 2 deux mois (63 jours) aprés l'inoculation.

Fig. 3—4: Partie d’une strie sur la méme plaque, inoculée d'une culture liquide de la
deuxiéme génération, moins riche en semence, colonies plus éparses mais plus grandes.
Fig. 3 un mois (33 jours), fig. 4 deux mois (62 jours) aprés l'inoculation,

Fig. 5: Partie de la zone de dissolution autour d’un des grains d’humus semés sur une
plaque a enduit du sel double (HyN)MgPO,. Formation abondante de nouvelles zooglées
isolées rappellant des kystes d’amibes; aspect typique des zooglées jeunes. Le matériel
d’ensemencement avait mlri prés de deux mois en culture spontanée. Age de la plaque
6 semaines. v

Fig. 6 représente un détail d’'une végétation abondante et étendue de zooglées sur une
plaque silicogel a4 enduit du sel double (H4;N)MgPO,, dgée d'un mois, inoculée d’une cul-
ture liquide de la deuxi®me génération. Photographié directement de la plaque aprés co-
loration légére d’iode,

Fig. 7—10 sont des photogrammes de préparations colorées de la vase au fond d’'une
culture liquide de la deuxiéme génération.

Meddelanden frin Statens Skogsforsoksanstall. Hifte 24.














