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Lebenskiinstler an Hauswdnden und Baumrinden:
Aeroterrestrische Mikroalgen

Siegfried Hoc

Jeder hat schon die griinen, manchmal rotbraunen oder gelblichen, oft gesprenkelten
Anflige an verschiedenen Unterlagen im Freien wahrgenommen. Unter dem Mikro-
skop entpuppt sich dieser Belag als winzige Griinalgen. Taxonomisch gehéren sie
verschiedenen Arten, Gattungen und Familien an, und sie sind nach morphologischen
Merkmalen sehr schwer oder gar nicht zu bestimmen. Nur eine sehr gute Mikroskop-
optik und Mikrotechnik kénnen helfen, wenige Formen taxonomisch einzuordnen.
Erst in der Kultur gewachsen, offenbaren viele dieser Mikroalgen ihre morphologi-
schen Eigenheiten. Von den zahlreichen Arten sollen hier nur wenige, mikroskopisch
gut unterscheidbare Arten vorgestellt werden.

“lassaden, Mauern und Dachbedeckungen

W aller Art, Holzplanken und -pfihle sowie
"l die Rinde von Laubbiumen, ja sogar
Kunststoffplatten im Freien, zeigen regelmifSig
einen Algenbelag, der nicht selten so machtig ist,
dass man von einer so genannten Biokruste
spricht. Vor allem die Wetterseite der Gebaude-
wande und Mauern, also die Nord/Nordost- und
die West/Nordwest-Seite sind in der Regel mit
den Algenanfliigen geschmiickt. Und besonders
betroffen sind Wirme gedimmte Hausfassaden,
denn infolge der reduzierten Wairmeabgabe
trocknen die Auflenwinde langsamer ab, und es
kann sich ein Feuchtigkeitsfilm lange halten.
Auch die niedrige Wirmespeicherfahigkeit der
verwendeten Ddmmmaterialien triagt dazu bei:
Durch Abkithlung in der Nacht unter die Luft-
temperatur kann sich Tauwasser bilden. Der
Feuchtigkeitsfilm ist ndmlich ein okologischer
Schliisselfaktor fiir die Besiedlung mit aeroterres-
trischen Mikroalgen. In der Literatur werden sie
auch als aerophile Algen bezeichnet.
Fir die Bauwirtschaft konnen die Mikroalgen
zum Problem werden, denn sie verursachen
auch Biokorrosion. Sie scheiden organische
Sduren aus und uberfithren Metallionen wie
Calcium- und Magnesiumionen in Komplex-
verbindungen, die leicht loslich sind. Die Ver-
witterung wird dadurch beschleunigt.

Feucht und trocken, heiB3 und kalt

Die aeroterrestrischen Mikroalgen sind extre-
men Lebensbedingungen ausgesetzt, von Re-
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genndsse bis volliger Trockenheit, von frostiger
Kilte bis hohen Temperaturen. Nicht selten be-
tragt an exponierten Standorten die uber das
Jahr gemessene Temperaturdifferenz mehr als
50 °C. Die Energiequelle der assimilierenden
Algen ist zwar das Sonnenlicht, ein Uberange-
bot an Sonnenstrahlen kann aber auch zu einer
Blockade der Photosynthese fiihren und den
Photosyntheseapparat sogar schidigen. Es sind
vor allem die UV-B-Strahlen (280 bis 315 nm),
die dafur verantwortlich sind. Sie konnen
Wachstum und Reproduktion der Algen zum
Erliegen bringen.

Hohe Biodiversitdt

Schabt man von einem der grinen Anfluge et-
was ab, schwemmt das Material in Wasser auf
und betrachtet diese Suspension unter dem
Mikroskop, so wird man in der Mehrzahl der
Proben die Grinalge Apatococcus lobatus
(Abb. 1) vorliegen haben. Frither wurde diese
Art unter dem Gattungsnamen Pleurococcus
gefithrt. Typisch fiir diese Alge sind die meist
aus vier Zellen bestehenden Zellpakete. Geneti-
sche Analysen haben gezeigt, dass es sich aber
nicht nur um eine Art, sondern um mehrere Ar-
ten handelt, und auch die Gattung Desmococ-
cus beteiligt ist. Morphologisch sind die einzel-
nen Arten aber nicht zu differenzieren.

Findet man in der Apatococcus-Aufschwem-
mung fadenformige Griinalgen, so handelt es
sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um eine Art
der Gattung Klebsormidium. Auffallig sind die
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zum Schutz vor Austrocknung stark verdickten
Zellwinde (Abb. 6).

Jeder, der sich mit Algen beschaftigt, denkt beim
Anblick von griinen, kugeligen Algenzellen zu-
nachst an Chlorella. Darunter ist Chlorella vul-
garis die Mikroalge schlechthin. In diese Gruppe
gehoren aber mehrere Gattungen und viele Ar-
ten, die sich morphologisch durch Gestalt (kuge-

lig, ellipsoid, eiférmig) und durch Form und
Anordnung ihres Chloroplasten geringfiigig
unterscheiden. So spricht man von Morphoty-
pen. Neben Chlorella, wie C. angustoellipsoidea
(Abb. 3) und C. luteoviridis (Abb. 4) gehort
auch die kokkale Griinalgen-Gattung Cocco-
myxa (Abb. 2) hier hinein. Thre Zellen sind oft
mit einer zarten Gallerthiille ausgestattet.
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Abb. 1-7: Aeroterrestrische Mikroalgen (Griinalgen). Abb. 1: Apatococcus lobatus. — Abb. 2: Cocco-
myxa. — Abb. 3: Chlorella angustoellipsoidea. — Abb. 4: Chlorella luteoviridis. — Abb. 5: Coenocystis. -
Abb. 6: Klebsormidium mit stark verdickten Zellwdnden. — Abb. 7: Trebouxia mit sternférmig gelapp-
ten Chloroplasten (Abb. 6 und 7 aus Kasten et al., 2005).
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Eine weitere haufige aeroterrestrische Mikro-
alge ist Stichococcus. Thre tonnenférmigen Zel-
len konnen sich zu Zellfiden aufreihen. Immer
wieder findet man auch die relativ grofSen ku-
geligen Zellen der Gattung Trebouxia mit ihren
sternformig gelappten Chloroplasten (Abb. 7)
und die ellipsoiden Zellen von Arten der Gat-
tung Coenocystis (Abb. 5). Das Besondere der
Trebouxiales ist ihr Hang zur Symbiose mit
Pilzen. Trebouxia ist die haufigste Flechtenalge.
In Flechten ist sie der Symbiosepartner von
Ascomyceten und liefert als Photobiont die
Assimilationsprodukte.

Kulturverfahren und Mikroskopie

Die wenigen und schlecht erkennbaren mor-
phologischen Merkmale der nur einige Mikro-
meter grofSen aeroterrestrischen Mikroalgen,
von denen viele Gattungen bekannt sind, aber
noch viele mehr vermutet werden, werden
meistens nur in Kultur charakteristisch ausge-
pragt und sind erst dann auch mikroskopisch
erkennbar. Starke Vergrofferungen mit einem
hoch auflésenden und kontraststarken, 60fa-
chen Objektiv (Apochromat) oder mit Ol-
immersions-Objektiven und Differentialinter-
ferenzkontrast-Verfahren sind dabei hilfreich.

Als Kulturmedium verwende ich ein schrig in
einem Reagenzglas erstarrtes Agarmedium, das
auf 40 g Agar-Agar 1 Liter Mineralsalzlosung
enthilt. Diese setzt sich zusammen aus 11 bi-
destilliertem Wasser, 100 mg Kaliumbiphos-
phat (KH,PO,), 10 mg Calciumchlorid (CaCl,),
40 mg Magnesiumsulfat (MgSO, + 7 H,0),
15 mg Kochsalz (NaCl) und 4 mg Eisenchlorid
(FeCl; + 6 H,0). An Vitaminen werden 1 mg
Cobalamin (Vitamin B,,), 2 mg Biotin und
20 mg Vitamin B, (Thiamin-HCI) zugesetzt.
Um den Kulturboden herzustellen, 16st man die
40 g Agar-Agar in einem Liter der Losung
durch Erhitzen in einem Dampftopf auf. Von
dem flissigen Substrat giefSt man jeweils soviel
in sterilisierte (im Backofen bei 200 °C erhitzte)
Reagenzgliser, dass rund ein Drittel des Rohr-
chens gefullt ist. Man verschliefSt mit einem
ebenfalls im Backrohr sterilisierten Watte-

pfropfen und ladsst in Schriglage den Agarbo-
den erstarren, so dass eine mehrere Quadrat-
zentimeter grofSe Flache entsteht. Auf diese Fla-
che werden die zu kultivierenden Algen mit ei-
ner durch Ausglithen mit einem Spiritusbrenner
sterilisierten Drahtose aufgebracht. Ideal dafiir
ist eine Platindrahtose (Impfose), wie sie in der
Bakteriologie verwendet wird. Direktes Son-
nenlicht und zu helles Licht ist den Kulturen
nicht zutraglich. Am besten gedeihen sie, leicht
abgeschirmt, an einem Nordfenster.

Dank

Ich danke Herrn Prof. Dr. Thomas Friedl (Albrecht-
von-Haller-Institut, Abteilung Experimentelle Phyko-
logie und Sammlung von Algenkulturen, Universitit
Gottingen, Untere Karspiile 2, 37073 Gottingen) fiir
die Algenkulturen mit determinierten Mikroalgen.
Die Mikroaufnahmen stellte Josef Hackl, Brucker
Strafle 15A, 82275 Emmering, her.
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11. Internationale Mikroskopie-Tage

vom 3. bis 5.11.2006 in Hagen

Mit der 10. Tagung ist Schluss ..., hatten Gerhard
Goke, Jirgen Stahlschmidt und Andreas Koch, die
Veranstalter der Mikroskopie-Tage in Hagen, be-
schlossen. Es kam dann aber alles ganz anders: Ger-
hard Goke erlebte nach schwerer Krankheit die Ver-
anstaltung in 2004 leider nicht mehr und am Ende der
10. Mikroskopie-Tage bedriangten mich die zahlrei-
chen Teilnehmer und liefen mir keine andere Wahl,
als die Durchfiihrung der 11. Mikroskopie-Tage zu
versprechen. Somit ergibt sich in diesem Jahr eine wei-
tere, stolze Jubilaumszahl: ,,20 Jahre Mikroskopie-
Tage in Hagen“ vom 3. bis zum 5. November 2006.
Wieder ist es gelungen, namhafte ausstellende Fir-
men und fachlich hervorragende Referenten fiir die
Veranstaltung zu gewinnen und so ein interessantes
Programm zu gestalten. Der Themenrahmen ist wie
immer breit gefichert und folgt weiter der Idee der
Veranstaltungsgriinder, Mikroskopiker unabhingig
von ihrem Fachgebiet einzuladen und ihnen im Um-
gang mit dem Mikroskop und seinen Nebenappara-
ten sowohl Grundlagen als auch neueste Entwick-
lungen auf dem Gebiet der Mikroskopie niher zu
bringen. Zwischenzeitlich wurde der Themenrahmen
um priparative Methoden der Planktologie und
verwandte Gebiete erweitert.

Wir hoffen, dass wir die Zahl von 160 Teilnehmern
aus Deutschland, den Niederlanden, Frankreich, der
Schweiz und Osterreich in diesem Jahr wieder errei-
chen, vielleicht sogar steigern. Stindig gestiegene
Teilnehmerzahlen sprachen bisher fiir das Konzept.
Wie seit vielen Jahren findet die Veranstaltung
auch diesmal wieder im Stadtzentrum von Hagen im
Saal und Foyer der Studwestfilischen Industrie- und
Handelskammer zu Hagen statt. Dieser Tagungsort
ist vom Hauptbahnhof aus in wenigen Gehminuten
zu erreichen, und alle offentlichen Nahverkehrs-
mittel halten in unmittelbarer Nihe.

Die Tagungsgebiihr liegt mit 85 Euro — bei frithzei-
tiger Anmeldung 70 Euro — weit unter dem tiblichen
Standard vergleichbarer Tagungen, da nur eine
reine Kostendeckung erreicht werden soll. Neben
den Profis wollen wir auch den ernsthaften aufler-
beruflichen Mikroskopikern erméglichen, die Veran-
staltung mit vertretbarem Kostenaufwand zu besu-
chen. Die Wochenendlage unserer Veranstaltung ist
ebenfalls eine Konzession an den Teilnehmerkreis.
Selbstverstiandlich erhalten alle Teilnehmer die (heifS
begehrte) umfangreiche Tagungsmappe mit Informa-
tionen und Beitragen der Referenten. Zwischenzeit-
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lich wurde von den Vortriagen der zurtickliegenden
Mikroskopie-Tage eine CD erstellt, die vor Ort kauf-
lich zu erwerben sein wird.

Ein Programmpunkt, den die Teilnehmer immer
wieder besonders schitzen, ist der Tagesausklang
freitags und samstags in geselliger Runde. Hier
bieten sich die Moglichkeiten personlicher Kontakt-
aufnahme und die Vertiefung der Fachfragen mit
Teilnehmern und Referenten.

Die Veranstalter hoffen auf eine rege Teilnahme und
freuen sich schon auf die gemeinsamen Stunden. Das
Programm und die Anmeldebedingungen konnen im
Internet unter www.mikroskopie-hagen.de eingesehen
werden oder bei Herrn Andreas Koch, Ruhrallee 16,
58313 Herdecke, Tel./Fax: 023 30/91 61 10 angefor-
dert werden.

Juirgen Stahlschmidt, Naturwissenschaftliche Vereini-
gung Hagen e.V.
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Mikrotektonik —

Die Verformung von Gesteinen

im Diinnschliff betrachtet

Jan Pleuger und Horst Wérmann

Die mikroskopische Betrachtung von Gesteinsdiinnschliffen ist eine fir Strukturgeolo-
gen und Petrologen unverzichtbare Methode, Aufschlisse Gber Mineralinhalt, geneti-
sche Beziehungen der einzelnen Mineralphasen und deren Verhalten wahrend der
strukturellen Entwicklung des Gesteins zu erlangen.

m folgenden Beitrag soll an Beispielen aus
' der Untersuchung alpiner Gesteinsformatio-
Inen gezeigt werden, wie sich die Verfor-
mung von Gesteinen aus mikroskopischen Be-
obachtungen erschlieffen ldsst.

<

Geologische Ubersicht

In der Umgebung des Passo del San Bernardino
(Graubtinden, Schweiz) sind in enger Nachbar-
schaft verschiedenste metamorphe Gesteine

aufgeschlossen (Pleuger et al., 2003; Abb. 1).
Die West- und Zentralalpen sind das Ergebnis
einer Annaherung und schlieflichen Kollision
der europiischen und der adriatischen Platte.
In der Oberkreide (vor etwa 100 Millionen
Jahren) wurden Europa und Adria durch einen
Ozean getrennt. Dieser Ozean enthielt noch
eine kleine kontinentale Insel, den Briangon-
nais-Mikrokontinent, der wahrscheinlich ein
nordostlicher Auslaufer des iberischen Konti-
nents war. Sukzessiv wurden die nordlicheren
Einheiten unter die im Siiden befindliche adria-

Abb. 1: Tektonische Ubersichts-
karte der dstlichen Zentralalpen,
verdandert nach Spicher (1980).
Die Koordinatenangaben im
Rahmen beziehen sich auf das
Schweizer nationale Koordina-
tensystem, die gestrichelten
Linien zeigen den ungefdhren
Verlauf des Profils (Abb. 2) an.
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tische Platte subduziert. Teile der betroffenen
kontinentalen und ozeanischen Einheiten wur-
den als tektonische Decken von der versinken-
den Platte abgeschert und an die Front der
adriatischen Platte angelagert. Daher sind die
Decken von oben nach unten gemafs ihrer
urspringlichen geographischen Position von
Siiden nach Norden gestapelt (Abb. 2).

Im hier vorgestellten Gebiet vertritt die Tambo-
decke mit Para- und Orthogneisen das Brian-
connais, darunter folgen in der Misoxer Zone
Gneislamellen und Metasedimente, deren Her-
kunft ebenfalls im Briangonnais zu suchen ist,
hauptsichlich aber kreidezeitliche Sedimente
und Metabasalte des urspringlich nordlich des
Brianconnais gelegenen nordpenninischen Oze-
ans. Zuunterst liegt die vom dufSersten europdi-
schen Kontinentalrand stammende Adula-
decke, die tiberwiegend von Para- und Ortho-
gneisen aufgebaut wird, aber auch Marmorlin-
sen, metamorphe Basalte (teilweise als Eklogit)
und Peridotit, das Hauptgestein des Erdman-
tels, enthiilt. Die Deckenstapelung und nachfol-
gende Verfaltung dieser Einheiten fand im We-
sentlichen vor etwa 50 bis 30 Millionen Jahren
(mittleres Eozidn bis unteres Oligozin) statt.
Alle Einheiten haben im Laufe der Plattenkol-
lision mehrere Deformationsphasen erfahren
(Schmid et al., 1996; Pleuger et al., 2003).
Ab etwa 50 Millionen Jahren vor heute (Ma
v.h.) wurde in der Tambodecke wihrend der
ersten Deformationsphase, der Ferreraphase,
eine durchgreifende Schieferung angelegt. Diese
Schieferung entstand durch nordvergente Scher-
bewegungen, das heifst, jeweils hohere Partien
des Deckenstapels bewegten sich bezuglich tie-
ferer nach Norden. Die Schieferung der Ferrera-
phase ist auch in der Misoxer Zone stark ausge-
pragt und verlduft dort parallel zu den lithologi-
schen Grenzen. Gleichzeitig wurden die Ge-
steine isoklinal verfaltet; das bedeutet, dass die

Schenkel einer Falte ungefihr parallel zueinan-
der sind. Die Schieferung der Ferreraphase ldsst
sich bis in die Aduladecke verfolgen, wo sie
ebenfalls das dominante Strukturelement ist
und parallel zu den lithologischen Grenzen ver-
lauft. Obwohl sich also makroskopisch die
Strukturen der drei Einheiten (Tambodecke,
Misoxer Zone, Aduladecke) weitgehend glei-
chen, beweisen radiometrische Altersdatierun-
gen und petrologische Untersuchungen, dass die
Aduladecke eine von den dartiber liegenden
Einheiten sehr verschiedene Entwicklung ge-
nommen hat: Die hochsten Driicke wurden erst
etwa 40 Ma v.h. erreicht und liegen zwischen
12 kbar im Norden und 32 kbar im Siiden, die
etwa 110 km Tiefe entsprechen. Sie tbersteigen
die von der Tambodecke maximal erreichten
12 kbar bei weitem. In der Aduladecke fithrten
die nordvergenten Scherbewegungen (hier Zap-
portphase genannt) zu einer Exhumierung (He-
bung beziiglich der Gelindeoberfliche) bis zu
etwa 7 kbar, entsprechend ungefihr 25 km
Tiefe. Erst in spiten Stadien der Ferrera- und
Zapportphase nahmen also Tambodecke, Miso-
xer Zone und Aduladecke unmittelbar tiberein-
ander Platz und vereinigten sich in einer einzi-
gen nordvergenten Scherzone.

Ab etwa 35 Ma v.h. wurden die nordvergenten
Bewegungen durch eine ostvergente Scherung
abgelost (Niemet-Beverinphase), die zu einer
groffraumigen Ruckfaltung der nordpenni-
nischen Einheiten um die nordliche Stirn der
Tambodecke fiithrten (Abb. 2). Die Intensitit
der Deformation verklingt allerdings nach un-
ten, so dass in der Aduladecke makroskopisch
keine Spuren der Niemet-Beverinphase zu er-
kennen sind.

Spdtere Deformationen beschrianken sich auf
moderate, kleinskalige Faltungen, von denen die
Geometrie des Deckenstapels kaum verandert
wurde, sowie die Anlage sproder Verwerfungen.
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Zur Orientierung der Proben

Aus dem strukturellen Inventar eines Gesteines
lassen sich die Geometrie der Verformung
ebenso wie die Richtungen von Einengung und
Streckung ableiten. Im Falle der hier besproche-
nen Proben ist — zumindest im Mafstab eines
Handstiickes oder Diuinnschliffes — das Gestein
meist ungefaltet. Verkiirzung und Streckung der
Gesteine sind fast ausschlieflich durch plasti-
sche Zerscherung entstanden, wihrend der
tiberwiegende Teil des Mineralbestandes rekris-
tallisiert ist. Solche Gesteine nennt man Mylo-
nite. Alle hier besprochenen Mylonite zeigen auf
der senkrecht zur Einengungsrichtung angeleg-
ten Schieferung eine durch eingeregelte Mineral-
korner oder Kornaggregate gebildete Lineation,
die in Streckungsrichtung der Scherung orien-
tiert ist (Abb. 3). Die Bestimmung des Schersin-
nes geschieht anhand bei der Scherung ebenfalls
entstandener asymmetrischer Mikrostrukturen,
daher sind alle Schliffe parallel zur Streckungs-
lineation und senkrecht zur Schieferung (Abb. 4)
geschnitten. Um die Diinnschliffbefunde zu ei-
ner regionalen Rekonstruktion der kinemati-
schen Entwicklung zusammenfassen zu konnen,
sind in allen Fillen die geographische Orientie-
rung von Schieferung und Streckungslineation
mit dem Kompass eingemessen und auf den
Handstiicken markiert worden.

Préiparation der Dinnschliffe

Die Dunnschliffe sind in konventioneller Weise
prapariert worden. Mit einer Diamanttrenn-
scheibe sind aus den Handstiicken Klotzchen
mit einer Grundfliche von in der Regel etwa
45 x25 mm herausgeschnitten worden. Auf
den Oberseiten wurden die geographischen
Orientierungen markiert. Unterseits wurden
die Klotzchen mit Siliziumkarbidpulver feiner
Kornung angeschliffen und anschlieffend mit
einem Zweikomponenten-Epoxydharz (Aral-
dit) auf die 48 x 28 mm grofSen Objekttrager
geklebt. Nach Ubernehmen der Orientierungs-
markierungen wurde jeweils der Hauptteil des
Klotzchens moglichst dicht entlang des Objekt-
tragers abgeschnitten. Die Prdparate wurden
anschliefend mit einer Flachenschleifmaschine
bis zu einer Dicke von etwa 70 pym, alsdann auf
Glasplatten mit Siliziumkarbidpulver in schritt-
weise verringerter Kornung per Hand bis auf
etwa 25 pm abgeschliffen. Die Kontrolle der
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Abb. 3: Blick auf eine wahrend der Zapportphase
angelegte Schieferungsfldche in einem Kalifeld-
spat-Augengneis der Aduladecke nahe des Passo
del San Bernardino. Die deutliche Streckungs-
lineation verlauft auf der Schieferung von links
unten nach rechts oben.
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Abb. 4: Schematische Darstellung zur Orientie-
rung der Handstiicke und der Diinnschliffe. Im
Gelande werden geeignete Strukturelemente,
meistens Schieferung und Streckungslineation,
mit dem Kompass eingemessen. x, y und z sind
die Hauptachsen der Verformung; x ist die Rich-
tung der groBten Streckung, z die Richtung der
stirksten Verkirzung; y ist die intermediére Rich-
tung, die senkrecht auf x und z steht. Die Diinn-
schliffe werden im Allgemeinen parallel zur Stre-
ckungslineation (x) und senkrecht zu Schieferung
(x-y-Ebene = Ebene senkrecht zu z) geschnitten,
also in der x-z-Ebene.

Schliffdicke erfolgte dabei anhand der Inter-
ferenzfarben bestimmter Minerale, hauptsach-
lich Quarz und Hellglimmer. SchliefSlich wur-
den mit UV-Kleber (Loctite) Deckglaschen auf
die Praparate aufgebracht.
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Aufnahme der Préparate

Die Befunde wurden mit einem Zeiss Axioskop
mit der Kamera MRc5 dokumentiert. Mit ei-
nem Objektiv Neofluar 2,5%/0,075 und einem
Kameraadapter 0,63x lassen sich Gesichtsfel-
der von maximal 5,3 mm x 4 mm aufnehmen,
grofSere Flachen werden mit dem vorhandenen
Gerit nicht ausgeleuchtet. Von Bild tubergrei-
fenden Objekten wurden deshalb bis zu sieben
iiberlappende Einzelbilder angefertigt, die mit
dem Panorama-Programm Panavue® (Lange,
2003) zu einem hoch auflésenden Ubersichts-
bild pixelgenau zusammengesetzt wurden. Lei-
der konnen die beschriebenen Strukturen bei
der Umsetzung der Farbbilder in druckgeeig-
nete Graubilder nicht mehr so gut anhand ihrer
Farbabstufungen erkannt werden. Die Selbst-
herstellung von Schliffen (Schrodt, 2002) und
die eigene Beobachtung im Mikroskop ist des-
halb immer lohnend.

Mikrostrukturelle und petrologische
Betrachtung der Diinnschliffe

Die hier beschriebenen Duinnschliffpraparate
zeigen die mikrostrukturellen und lithologi-
schen Eigenarten der wichtigsten im Bereich
des Passo del San Bernardino anstehenden De-
ckenkomplexe. Alle hier besprochenen Proben
aus der Aduladecke zeigen makroskopisch aus-
schliefSlich das strukturelle Inventar der Zap-
portphase. Diese Verformung fand wihrend
der Exhumierung der Gesteine aus der Eklogit-
fazies (im Probennahmegebiet ca. 20 kbar/
600 °C) durch die Amphibolitfazies bis in die
hohere Griinschieferfazies (ca. 7 kbar/450 °C)
unter nachlassenden Metamorphosebedingun-
gen statt. Infolge der griindlichen Mylonitisie-
rung sind jedoch fast ausschliefSlich die zuletzt
in der Grunschieferfazies angelegten Strukturen
erhalten.

Die Probe A45 (Abb. 5) ist ein sehr aluminium-
reicher Metapelit mit den Aluminium beton-
ten Mineralphasen Disthen und Staurolith
(AL[O/SiO4]  bzw. (Fe,Mg),Al[O,(O,0H),/
((Si,Al)O,),]). Granat ist in zwei Generationen
im Diinnschliff zu erkennen. Die Umrisse von
Mineralkornern konnen unterschiedlich sein.
Die Begriffe xenomorph und hypidiomorph be-
schreiben den Umriss eines Mineralkorns, das
gar nicht, beziehungsweise nur zum Teil, von
kristallographisch charakteristischen Flachen

begrenzt ist (wie idiomorphe Kristalle). Der
ersten Generation gehoren bis Millimeter grofie
xenomorphe Korner (a) an, die vor der Zapport-
phase, womoglich gar praalpin entstanden sind.
Kleinere, hypidiomorphe Korner (b) gehoren zur
zweiten Generation. Sie sind deutlich zonar ge-
baut, wobei die einschlussfreien Siume in Stre-
ckungsrichtung starker entwickelt sind, entwe-
der, weil die Granatkorner synkinematisch (wih-
rend einer Verformung) gewachsen sind, eher
aber, weil der retrograde Abbau von Granat zu-
gunsten von Staurolith und Biotit (in sehr gerin-
gem MafSe auch Chlorit) wihrend der Zapport-
phase jenen bevorzugt entlang der Einengungs-
richtung angriff. Weitere Hauptgemengteile sind
neben Quarz (c), Hellglimmer (d, wahrscheinlich
teilweise Paragonit, NaAl[(OH),/Si;AlO,,]) und
Disthen (e), die beide streng in die Schieferung
eingeregelt sind. Der Disthen ist randlich eben-
falls retrograd etwas korrodiert, metastabil je-
doch in groflem Mafe vorhanden und verhilt
sich wihrend der Deformation passiv, ist also
prakinematisch (vor einer Verformung gebildet).
Staurolith (f) ist an seiner oft fast idiomorphen
Kornform als spatkinematisches Produkt zu er-
kennen. Ebenso wie einige der Biotitkorner tiber-
wiichst er den Granat. Dank der groflen Variabi-
litat der Mineralparagenesen in Metapeliten las-
sen sich aus diesen Beziehungen zwischen den
beschriebenen Mineralen und den Strukturen der
Zapportphase deren Druck- und Temperaturbe-
dingungen fiir Probe A45 recht eng eingrenzen.
Da sich der unterhalb etwa 7 kbar zu erwartende
Abbau von Paragonit zu Plagioklas gemafs der
qualitativen Reaktion Paragonit + Granat +
Quarz — Plagioklas + Staurolith + H,O nicht
vollzog, sind 7 kbar als Druckminimum anzu-
nehmen. Der Abbau von Staurolith zugunsten
von Chloritoid (Staurolith + Granat + H,0 —
Chloritoid + Quarz) fand ebenfalls nicht statt,
hingegen ersetzt Chlorit in geringem Umfang
Biotit (Granat + Biotit + H,O — Hellglimmer
(Muskowit) + Chlorit + Quarz). Dies muss bei
Temperaturen um 500 °C und Driicken erwartet
werden, die die oben als Minimum angenomme-
nen 7 kbar nicht wesentlich tiberschreiten (Nagel
et al., 2002).

Unter den gleichen Bedingungen bildete sich das
Gefiige der Probe A48 (Abb. 6). Das Gestein be-
steht ganz tiberwiegend aus Quarz, daneben aus
Hellglimmer und retrograd grofStenteils zu Chlo-
rit umgewandeltem Granat. Die streng eingere-
gelten Hellglimmerkristalle bilden die Schiefe-
rungsebene des Gesteins. Infolge dynamischer
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Abb. 5: Probe A45. Metapelit aus Quarz, Hellglimmer und Granat. a GroBere, xenomorphe Granatkér-
ner der ersten Generation; b Kleinere, hypidiomorphe Granatkérner der zweiten Generation; ¢ Quarz;
d Hellglimmer; e Disthen; f Staurolith. Plan-Neofluar 2,5% /0,075, Hellfeld. Léngere Bildkante 5,32 mm.

Rekristallisation zeigt auch das Quarzgefiige
eine deutliche Regelung. Die mittelbare Ursache
dafir ist, dass sich die intrakristalline Deforma-
tion in Quarzkristallen nur gemifs weniger ver-
schiedener Gleitsysteme vollziehen kann, die je-
weils durch eine bestimmte kristallographische
Gleitfliche und -richtung definiert sind. Welche
dieser Gleitsysteme aktiv sind, hangt von ver-
schiedenen Einflussgroflen ab, im Wesentlichen
aber von der Temperatur. Die Scherverformung
quarzreicher Mylonite wird besonders von den-
jenigen Kristallen aufgenommen, die hinsichtlich
der unter den gegebenen Bedingungen aktiven
Gleitsysteme giinstig orientiert sind. Bei der
dynamischen Rekristallisation wachsen diese
Kristalle entweder durch Korngrenzenwandern
auf Kosten weniger giinstig orientierter Korner,
oder es bilden sich in grofferen Kornern Subkor-
ner, die zunehmend in eine verformungsgeeignete
Lage rotieren.

In Probe A48 (Abb. 6) sind verschiedene Anzei-
ger der dynamischen Rekristallisation wahrend
der Zapportphase zu erkennen:

— Die relativ homogene Korngréfle von Quarz
(a) ist hauptsichlich die Folge des Korngren-
zenwanderns. Die Korngrenzen verlaufen
einerseits vorzugsweise parallel zur Schiefe-
rung, andererseits aber, wahrscheinlich vor
allem dank des zusitzlichen Einflusses von
Subkornrotation, von links oben nach rechts
unten.

— Viele der Quarzkorner 16schen als Folge der
intrakristallinen Verformung ungleichmafig
(undulés) aus.

— SchlieBlich sind die tiberwiegend mittel-
grauen Interferenzfarben des Quarz auf eine
starke Vorzugsorientierung der kristallogra-
phischen Achsen und diese wiederum auf das
oben beschriebene Wirken der Gleitsysteme
zurtickzufithren.
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Sowohl die kristallographische Vorzugsorien-
tierung als auch die der Korngrenzen im Sinne
einer schriagen Foliation zeigen an, dass die
Scherung linkssinnig war, das ist in geogra-
phischen Koordinaten nordnordwestvergent.
Dieser Schersinn wird durch zwei im Bild-
ausschnitt erkennbare asymmetrische Granat-

porphyroklasten (priakinematische, grofere
Mineralkorner in einer verformten feineren
Grundmasse; b) bestitigt, die nun allerdings
retrograd fast vollstindig zu Chlorit umgewan-
delt sind. Im Gegensatz zum Quarz verhielt
sich der Granat verformungsresistent und ro-

Abb. 6: Probe A48. Mylonit aus
der Aduladecke. Links ist Nord-
westen (338°). Quarz-Grund-
masse (a) mit zwei randlich
chloritisierten Granat-Porphyro-
klasten (b). Bei der Scherung
wurden im Bild oben liegende
Partien nach links verschoben
(linkssinniger Schersinn). Plan-
Neofluar 2,5/0,075. Lingere
Bildkante 5,32 mm. Polarisa-
tionsfilter, Polarisator um 30°
aus der Kreuzstellung gedreht,
Lambdaplatte.

Abb. 7: Probe A120. Rechts ist
Nordwesten (296°). Scherban-
der (a) versetzen die Haupt-
schieferung (b) in einem Mylonit
(rechtssinniger Schersinn). Lan-
gere Bildkante 7,73 mm. Plan-
Neofluar 2,5%/0,075. Hellfeld.
Zusammengesetzt aus vier Ein-
zelbildern.

tierte daher passiv. Aus Schichtsilikaten beste-
hende Fortsitze der Porphyroklasten parallel
zur Schieferung sind als Folge eines komplexen
Fliefmusters um die Porphyroklasten asymme-
trisch ausgebildet; in Fallen wie hier linkssinni-
ger Scherung lduft jeweils der linke Fortsatz in
einem hoheren Niveau aus als der rechte.

Neben asymmetrischen Porphyroklasten sind
vor allem Scherbinder als zuverlassige Scher-
sinnindikatoren wichtig. Sie entwickeln sich
besonders in glimmerreichen Myloniten, also
vorzugsweise in Paragneisen. Scherbander sind
kleine Abschiebungen, an denen sich zumeist
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wihrend spater Stadien einer mylonitischen
Verformung die Scherung lokalisiert. Die Auf-
nahme von Probe A120 (Abb. 7) zeigt mehrere
dieser Scherbinder (a), die, da die Scherung
rechtssinnig war, von links oben nach rechts
unten verlaufen. Die beiden grofsten sind im
linken unteren Bildteil und etwas rechts ober-
halb der Bildmitte zu sehen. Zwischen den bei-
den Scherbandern dreht sich die Hauptschiefe-
rung (b), die urspringlich waagerecht verlauft
(im Bild links oben), um einen kleinen Winkel
gegen den Uhrzeigersinn. An den Scherbandern
biegt sie in diese ein, weshalb die Hauptschiefe-
rung in einem gleichmi®ig von Scherbiandern
durchsetzten Gestein in kleinem Maf3stab gefal-
tet ist. Im Unterschied zu einer gewohnlichen
Faltung jedoch, deren Faltenachsen senkrecht
zur Einengung des Gesteins verlaufen, ist hier
die Schnittlinie von Scherbiandern und Haupt-

. < et

Abb. 8: Probe A30. Kalkschiefer (Bindnerschiefer) der Misoxer Zone. Rechts ist Siiden (190°).

schieferung senkrecht zur Streckungsrichtung.
In Probe A120 tritt entlang der Scherbander
stets Chlorit statt Biotit auf, der unter hoheren
Temperaturen stabil und entlang der Haupt-
schieferung noch reichlich vorhanden, obwohl
auch dort teilweise durch Chlorit ersetzt ist.
Das zeigt, dass die Scherbinder relativ spat
wahrend der Zapportphase gebildet wurden,
und dass im Verlauf derselben die Temperatur
nachgelassen hat.

Probe A30 (Abb. 8) stammt aus der Misoxer
Zone, die eine andere tektonische Entwicklung
als die Aduladecke genommen hat. Die Miso-
xer Zone besteht neben Griinschiefern, ehema-
ligen Basalten des nordpenninischen Ozeans,
vorwiegend aus Bindnerschiefern; das sind
dessen kreidezeitliche Sedimente, die meistens
ungefahr zur Halfte aus Kalzit bestehen. Je-
doch schwankt der Kalzitgehalt stark. In den

a Hauptschieferung der Ferreraphase. b Altere Schieferung. ¢ Albitporphyroblast, links und rechts mit
einschlussfreiem Anwachssaum. d Im Druckschatten des Albitporphyroblasten ausgeféllter Quarz.
e Siidvergente Falten der Niemet-Beverinphase. Plan-Neofluar 5% /0,15. Léngere Bildkante 2,78 mm.

Polfilter gekreuzt, Lambdaplatte.
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Extremen konnen die Sedimente unreine Mar-
more oder, wie im hier gezeigten Fall, kalzit-
freie Glimmerschiefer sein. Die horizontal ver-
laufende Schieferung, nach Geldndebeobach-
tungen diejenige der Ferreraphase, ist durch
Hellglimmer und dunkles Pigment dekoriert (a)
und trennt von Hellglimmer und Quarz domi-
nierte Bereiche (b), in denen eine dltere Schiefe-
rung durchschnittlich etwa vertikal verlauft,
aber stellenweise deutliche Falten nachzeichnet,
deren Schenkel scharf in die jiingere Schiefe-
rung einbiegen. Die dltere Schieferung ist wahr-
scheinlich in fritheren Stadien der lang anhal-
tenden Ferreraphase gebildet und verfaltet wor-
den. Eine durch dunkles Pigment (Graphit?)
und langliche Quarzkorner gezeichnete Intern-
schieferung im Kern eines in der Bildmitte be-
findlichen verzwillingten Albitporphyroblasten
(syn- bis postkinematisch gewachsener Kristall,
der grofser ist als die Mineralkérner der Grund-
masse; c) ist dhnlich wie die dltere Schieferung
in dessen Umgebung orientiert, so dass die
Albitsprossung wahrscheinlich nach Bildung
dieser Schieferung stattfand. Vieles spricht dafiir,
dass Drucklosung, insbesondere von Quarz,
wesentlich zur Bildung der jungeren Schiefe-
rung beigetragen hat. Voraussetzung dafiir ist
die Anwesenheit einer fluiden Phase an den
Korngrenzen, die je nach Orientierung der
Kornkontakte zwischen Hellglimmer und

Quarz letzteren in unterschiedlichem Maf3e ge-
16st hat. Begunstigt ist die Losungsfahigkeit
dort, wo die Kornkontakte etwa senkrecht zur
Einengungsrichtung des Gesteins verlaufen,
also in den Faltenschenkeln der dlteren Schiefe-

rung. Wihrend sich dort das schlechter 16sliche
Material, hauptsichlich Hellglimmer, passiv
anreicherte, wurde das geloste SiO, abgefiihrt
und im Druckschatten der Albitporphyroblas-
ten parallel zur jingeren Schieferung als Quarz
wieder ausgefillt (d). Da auch der Albitporphy-
roblast selbst einschlussfreie Anwachssdume
parallel zur jungeren Schieferung hat, lasst sich
mutmafSen, dass nicht allein Quarz beziehungs-
weise SiO, an den Losungs- und Ausfillungs-
prozessen beteiligt war. Die jiingere Schieferung
selbst ist in kleine, geographisch gesehen siid-
vergente Falten gelegt (e). Diese sind parasitire
Strukturen hochster Ordnung zur megaskali-
gen Niemet-Beverinfalte, das heifst, sie sind
gleichzeitig mit dieser entstanden und haben
die gleiche Orientierung der Faltenachsen, Ach-
senebenen und Vergenz. Wihrend die Niemet-
Beverinfalte eine Wellenlinge von mehr als
10 km hat, haben die Mikrofalten in Probe
A30 Wellenldngen von etwa 200-300 pm, sind
also um acht Groflenordnungen kleiner! Den-
noch ldsst sich tiber die im Geldande zu beob-
achtenden Parasitarfalten geringerer Ordnung,
die Wellenlingen von einigen dm bis in den
km-Bereich haben konnen, der genetische Be-
zug zwischen kleinsten und grofsten Falten er-
kennen. Vergleicht man die Mikrostrukturen
der Probe A30 aus der Misoxer Zone mit de-
nen der Proben aus der Aduladecke, so fillt
auf, dass sich zumindest die spiten Mikro-
strukturen der Ferreraphase unter deutlich ge-
ringerem Metamorphosegrad gebildet haben
als die der makrostrukturell gleich ausgebilde-
ten Zapportphase.

Abb. 9: Probe A135.

Misoxer Zone. Quarzgerdll in
feinkorniger Quarz/Hellglim-
mer-Grundmasse. Ldngere Bild-
kante 8,14 mm. Plan-Neofluar
2,5/0,075, Polfilter gekreuzt,
Lambdaplatte. Zusammenge-
setzt aus sieben Einzelbildern.
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Diesen Befund bestitigt Probe A135 (Abb. 9),
die ebenfalls aus der Misoxer Zone im Val Vig-
nun stammt. Das entsprechende Handstiick
war urspringlich ein Konglomerat, also ein
mehr oder weniger feinkorniges Sediment, in
dem gerundete Quarzschotter steckten. Ge-
schiittet wurde dieses Sediment wahrscheinlich
im Bereich des Brianconnais-Mikrokontinents.
Wihrend der Ferreraphase wurde das Gefiige
des feinkornigen Sedimentanteils vollig ausge-
l6scht. Im Bereich der Matrix (Grundsubstanz)
ist der Quarz vollstindig dynamisch rekristalli-
siert, daneben tritt feinkorniger Hellglimmer
als Hauptgemengteil auf. Quarz und Hellglim-
mer der Gesteinsmatrix zeigen Ansitze einer
mylonitischen Zerscherung mit Bildung einer
Schieferung. Diese Scherung war jedoch nicht
intensiv genug, auch die Gerolle zu zerlegen.
Obwohl innerhalb des elliptischen Gerélls in
der Bildmitte kleinere Quarzkorner entlang der
Korngrenzen grofSerer Korner gewachsen sind,
sind diese ebenso wie die charakteristische Ei-
form des Gerolls noch intakt.

Zwar liefern neuere technische Analysemetho-
den besonders hinsichtlich petrographisch wich-
tiger Fragestellungen nach Druck, Temperatur
und Gesteinschemie ldngst genauere Ergebnisse
als die polarisationsmikroskopische Betrach-
tung von Gesteinsdiinnschliffen. Deren Bedeu-
tung liegt jedoch darin, dass sie zugleich den
Blick auf die Ergebnisse intrakristalliner Defor-
mation (und damit mittelbare Schliisse auf Pro-
zesse atomaren MafSstabs), die strukturelle Ent-
wicklung eines Gesteins und die Bedingungen,
unter denen diese stattgefunden hat, gestattet.

Die hier vorgestellten Beispiele mogen zeigen,
wie sich die mikroskopischen Untersuchungs-
ergebnisse zusammen mit genauen geologischen
Gelandebeobachtungen in Beziehung zu grofs-
rdaumigen Faltungen und Scherungen der Ge-
steinseinheiten setzen lassen. Somit ist die
Diinnschliffmikroskopie ein unverzichtbares
Mittel, um die Mechanik tektonischer Prozesse
in krustalem Maf3stab zu verstehen.
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Einstieg in die Mikrobiologie fur
diejenigen geworden, die zum Bei-

spiel ,,der Brock“ schon seiner
schieren'Fiille wegen entmutigt.
Der Preis ist (immer noch) akzep-
tabel, wohl nicht zuletzt, weil nach
wie vor auf teure Farbfotos im
Buch verzichtet wird. Diese kann
man sich, ebenso wie Fragen und
Antworten, das Glossar und Leser-
kommentare auf den Webseiten
www.grundlagen-der-mikrobiolo-
gie.de und www.mikrobiologi-
scher-garten.de anschauen.

Rupert Mutzel, Berlin
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Invertiertes Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikroskop
eignet sich fir zahlreiche Anwendungen

Moderne Fluoreszenzmikroskope arbeiten nach dem
Auflicht-Prinzip; das Praparat wird somit von oben
durch das Objektiv beleuchtet. Bei zahlreichen An-
wendungen sind jedoch zusitzliche Untersuchungen
nach dem Durchlichtverfahren oder sogar die Kom-
bination von beiden Verfahren gefragt. Mit Hilfe
des invertierten Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikro-
skops Biozero lassen sich derartige Untersuchungen
in kiirzester Zeit vornehmen.

Die Fluoreszenzmikroskopie stellt eine hocheffektive
Methode der Lichtmikroskopie zur Untersuchung
von Euzyten, Protozyten, Mitochondrien, Proteinen,
Molekiilen, Allergenen, Bakterien, Mykosen (Pilze),
Apoptosen, Tumoren und anderen biologischen
Strukturen beziehungsweise Vorgiangen dar. Bei der
Absorption von Licht einer bestimmten Wellenliange
(Anregungslicht) ist bei verschiedenen Molekiilen
eine gleichzeitige Emission von Licht mit grofSerer
Wellenlinge zu beobachten. Dieses Verhalten (Ab-
sorption von kurzwelligem Licht, Emission von lang-
welligem Licht) wird als Fluoreszenz bezeichnet. Bei
modernen Fluoreszenzmikroskopen arbeitet man in
der Regel mit dem Auflichtverfahren, da hier die
Fluoreszenzen heller im mikroskopischen Bild er-
scheinen und das Anregungslicht noch besser elimi-

niert werden kann. Allerdings erfordern manche
Analysen die Anregung einer Fluoreszenz im Durch-
lichtverfahren. Haufig mochte man sogar zwischen
beiden Verfahren innerhalb kiirzester Zeit umschal-
ten konnen.

Das neue, invertierte Fluoreszenz-Phasenkontrast-
Mikroskop Biozero aus der Modellreihe BZ-8000
des Unternechmens Keyence, Neu-Isenburg, bietet da-
her sowohl das Auflicht- wie das Durchlichtverfahren
und eine beliebige Kombination beider Prinzipien an
(Abb. 1 und 2). Mit Hilfe von verschiedenen Spiegeln
lasst sich die Auflicht- und Durchlichtbeleuchtung,
deren Ubertragungswege sowie das dazugehorige
Vergroflerungssystem im jeweils optimalen Winkel
(Patent angemeldet) so anordnen, dass ein sehr kom-
paktes Modell mit stufenlos einstellbarem optischen
System zur Verfugung steht. Konkret bedeutet dies,
dass dieses innovative Fluoreszenzmikroskop nur
eine Stellfliche von 30,5 e¢m x 43,2 ¢cm benétigt.
Trotzdem bietet es drei verschiedene Betrachtungsar-
ten (Hellfeld-, Fluoreszenz- und Phasenkontrastbe-
trachtung), zwischen denen mit einem einzigen
Mausklick umgeschaltet werden kann (Abb. 3).

Die sehr kompakte Konstruktion geht jedoch nicht
zu Lasten der Bedienbarkeit. So weist dieses Fluores-

Abb. 1: Das neue, invertierte Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikroskop Biozero dirfte rasch zum neuen
Standard bei der Fluoreszenz-Betrachtung werden. — Abb. 2: Das Fluoreszenzmikroskop Biozero bietet
Auflichi- sowie Durchlichtverfahren und eine beliebige Kombination beider Prinzipien.

Mikrokosmos 95, Heft 3, 2006
www.elsevier.de/mikrokosmos
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Abb. 3: Mit nur einem einzigen
Mausklick lassen sich Un-
scharfen beseitigen und ein
kontrastreiches Bild erzeugen.

zenzmikroskop einen eingebauten Dunkelraum mit
integriertem X-Y-Z-Koordinatentisch sowie einen
vollautomatischen Filterwechsler auf. Damit ist der
Anwender in der Lage, die zu untersuchende Probe
ohne storenden Einfluss von aufSen nach Belieben zu
positionieren, mittels verschiedener Filter differen-
ziert zu analysieren und durch Auflicht/Durchlicht
unterschiedlich zu beleuchten. Der optische Zoom
nutzt die volle Auflosung des Objektivs und ermog-
licht dadurch Vergroflerungen bis 60fach. Mittels des
integrierten Digitalzooms sind zusdtzlich VergrofSe-
rungen im Bereich von 0,5- bis 3fach moglich. Die
elektronische Ansteuerung unterstiitzt den Benutzer
bei der optimalen Einstellung und erlaubt ein schnel-
les Reproduzieren von Analysen. Wird die Betrach-
tung unterbrochen, so schlieSt sich automatisch die
Blende fiir das Anregungslicht. Dadurch werden ein
ungewolltes Verblassen der fluoreszierenden Probe
und deren weitere Beeinflussung verhindert.

Eine moglichst vollstindige Trennung von Anregungs-
und Fluoreszenzlicht durch das optische System stellt
eine Grundvoraussetzung fur eine gute Abbildung in
der Fluoreszenzmikroskopie dar. Je nach Untersu-
chungsobjekt sowie verwendetem Fluoreszenzfarb-
stoff, gilt es spezielle Filtereinsitze mit geeigneten
Kombinationen von Filtern und dichromatischen
Spiegeln einzusetzen. Bis zu vier Filtersysteme (Erre-
gungsfilter, Absorptionsfilter, dichroitische Spiegel)
lassen sich beim Biozero vorab montieren und mittels
der elektronischen Steuerung bei Bedarf aktivieren
oder deaktivieren. Ein vollautomatischer Filterwech-
sel ist nicht nur direkt am Mikroskop, vielmehr auch
tber einen angeschlossenen Computer moglich.

Bei der Konstruktion des Biozero wurden zahlreiche
Anwenderforderungen bestmoglich umgesetzt. So
besteht das Gehduse aus einer unteren und oberen
Hilfte, die beide von einem Kiihlgeblise effektiv ge-
kithlt werden. Selbst bei einer Lichtunterbrechung
bleibt der Temperaturanstieg auch innerhalb des Pro-
benraums auf maximal 3° Celsius begrenzt. Ein spe-
zielles Vibrationsschutzmaterial wiederum dampft
den Mikroskopteil, weswegen Vibrationen, beispiels-
weise vom Kiihlgebldse verursacht, keinen Einfluss
auf die vorzunehmenden Messungen/Analysen ha-
ben. Spezielle FiifSe sorgen fiir die notwendige Damp-
fung von dufleren Schwingungseinfliissen.

Die Lebensdauer der Quecksilberlampe wurde auf
2.000 Betriebsstunden erhoht. Sie ldsst sich bei Be-

darf sehr einfach austauschen. Im Gegensatz zu
marktiiblichen Mikroskopen missen die Strahl-
achsen dazu nicht demontiert und nachher wieder
montiert und neu ausgerichtet werden. Eine zusitz-
liche 100 W-Halogenlampe ermoglicht zudem, die
Einsatzzeit der Quecksilberlampe weiter zu reduzie-
ren, so dass diese dann noch langer haltbar ist.

Die Durchlichtbeleuchtungseinheit lasst sich einfach
aufklappen, um Proben oder Objekte leichter auszu-
tauschen. Eine eingebaute Gasdruckfeder verhindert
das versehentliche Herunterfallen durch ihr Eigen-
gewicht. Beim Hochheben der Einheit wird die Be-
leuchtung aus Sicherheitsgriinden automatisch aus-
geschaltet. Verschiedene Objekttriager wie solche
aus Glas, Kunststoff-Petrischalen, Multi-Well-Plat-
ten und Schalen mit Glasboden kénnen verwendet
werden.

Verschiedene Regelalgorithmen sowie Softwarefunk-
tionen unterstiitzen den Bediener nicht nur hochst ef-
fizient bei den Untersuchungen, sie bieten zudem eine
neue Qualitit bei der Analyse und deren Visualisie-
rung. Durch die Beseitigung unscharfer (verschwom-
mener) Bereiche am Objektiv lasst sich der Bildkon-
trast verstirken, wodurch die Qualitdt der Bilder we-
sentlich erhoht wird. Die Verarbeitungsgeschwindig-
keit des Modells Biozero ist etwa 30-mal hoher als
bei herkommlichen Mikroskopen. Dies garantiert
qualitativ hochwertige Bilder ohne Erzeugung von
Artefakten. Die Unschirfereduktion kann am Bild
selbstverstindlich in Echtzeit durchgefithrt werden.
Das neue, invertierte Fluoreszenz-Phasenkontrast-
Mikroskop Biozero weist eine hohere Bildqualitit als
beim NN-(Nearest Neighbor-)Verfahren auf, bei
dem zur Beseitigung von Unschérfen die Daten dreier
unterschiedlicher Bilder entlang der Z-Achse berech-
net werden. Im Gegesatz zum PSF- (Point Spread
Function) Verfahren miissen die Daten nicht fur je-
des Objekt gesammelt werden. Es bietet eine rund
30-mal schnellere Verarbeitung als bei der iterativen
Methode, bei der zur Erstellung von Bildern mit ge-
ringerem Unschirfeanteil eine graduelle Korrektur
der Abweichungen vorgenommen wird.

Die Vorteile gegeniiber konfokalen Mikroskopen
sind ebenfalls recht tiberzeugend, denn das Biozero
beeinflusst/beschiadigt die Probe auf Grund geringe-
rer Objekterregungen sehr viel weniger. Die ge-
wiinschte Erregungswellenlinge lasst sich zudem
durch einen schnellen Filterwechsel individuell aus-
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wihlen. Dartiber hinaus weist es gegeniiber her-
kommlichen Mikroskopen ein geringeres Rauschen
auf, es baut zudem sehr kompakt und ist vergleichs-
weise kostengiinstig.

Bei Bedarf lassen sich selbst 3-D-Analysen in Echtzeit
erstellen. Durch Steuerung der Z-Achse des Objektti-
sches zur Verschiebung der Fokusposition kénnen
Bilder verschiedener Z-Positionen generiert werden,
aus denen sich anschlieffend ein 3-D-Bild erstellen
lisst. Dank eines ausgekliigelten Algorithmus mit
OpenGL? kann das 3D-Bild sehr rasch durch ein so
genanntes Volume Rendering Verfahren (Visualisie-
rung der Helligkeitsebenen von Punkten/Voxel in
einem 3-D-Raum) gezeichnet werden. Obwohl dieses
Verfahren sehr speicherintensiv ist, erhdlt der An-
wender dank hoher Leistungsfahigkeit der einge-
bauten Grafikkarte ein schnelles, verzerrungsfreies
3-D-Ergebnis. Neben 3-D-Rotationen und beliebigen
3-D-Vergroflerungen vermag der Benutzer auch
Echtzeit-Farbextraktionen sowie Echtzeit-Kontrast-
extraktionen an den 3-D-Bildern vorzunehmen.
Ebenso rasch und einfach lassen sich verschiedene
Kameraeinstellungen vornehmen. Mit nur einem ein-
zigen Mausklick vermag man die Kamera zu positio-
nieren, wofiir herkommliche Fluoreszenzmikroskope
in der Regel zahlreiche Arbeitsschritte benotigen. So
lassen sich Bilder, die mit unterschiedlichen Betrach-
tungsmodi erzeugt wurden, am vierfach geteilten
Bildschirm von Kanal 1 bis 4 schnell anzeigen. Durch
Anklicken des jeweiligen Bildschirmabschnitts vom

gewiinschten Kanal ist ein rasches Umschalten inner-
halb der vier Anzeigen moglich. Die Anwender-
freundlichkeit wird dadurch noch gesteigert, dass
sich mehrere Bildaufnahmebedingungen gleichzeitig
verandern lassen.

Zahlreiche Messfunktionen, einfache, aber effektive
Bild-Farbton-, Bild-Sittigungs- sowie Bild-Hellig-
keitseinstellungen lassen sich ebenso komfortabel
durchfithren wie die Darstellung von Messlinienver-
ldufen und diverse Statistiken. Uber eine Firewire-
Schnittstelle (IEEE1394) konnen die Daten auf einen
Computer iibertragen und dariiber auch das neue
Fluoreszenzmikroskop gesteuert werden.

Das invertierte Fluoreszenz-Phasenkontrast-Mikro-
skop Biozero diirfte rasch zum neuen Standard bei
der Fluoreszenz-Betrachtung werden. Nicht zuletzt
auf Grund der hohen Leistung, den kompakten Ab-
messungen und der umfassenden sowie ausgekliigel-
ten Funktionsvielfalt. Dass dann noch der Preis
stimmt, diirfte so manch schmalem Forschungs-
budget sicherlich ganz gut tun.

Weitere Informationen vom Anbieter: KEYENCE
Deutschland GmbH, Vertrieb/Marketing, Siemens-
str. 1, 63263 Neu-Isenburg, Tel.: 061 02/368 90,
Fax: 061 02/368 91 00, E-Mail: info@keyence.de,
Internet: http://www.keyence.de

Dipl.-Ing. Robert Ruthenberg, PR-Referent der Firma
Keyence mit eigenem PR-Biiro in Nurnberg

Kurze Mittellvmg

Gras fressende Dinosaurier

Silifizierte Pflanzengewebe enthalten Phytoli-
then (Pflanzensteine, die es auf Grund ihrer
speziellen Struktur den Paldontologen ermog-
lichen, deren Herkunft zu bestimmen. In Indien
hat man in fossilisierten Sauriern Koprolithen
(Kotsteine) gefunden, die mindestens funf ver-
schiedene Phytolithen-Typen enthielten, welche
aus bestimmten Gras-Arten stammten. Unter
diesen war ein grofSer Formenreichtum zu be-
obachten, sodass man auf die Ernihrungsweise
der Saurier, welche Koprolithen produziert hat-
ten, schliefSen kann. Auch hat man fossilierte
Pollenkorner in den Koprolithen gefunden. Das
alles lasst darauf schliefSen, dass diese Tiere in
der Kreide-Zeit (60-100 Mio. Jahre vor Chr.)
Gras gefressen haben! Darauf deuten auch die

gefundenen Zihne mit flachen Kauflachen hin,
wie sie bei den heutigen Pferden vorkommen,
die auf konstanten Abrieb durch Phytolithen
aus Grasern zurtickzufihren sind.

Literaturhinweise
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Mikroskopische Analyse des Insektenabdomens
am Beispiel der australischen Feldgrille

Teleogryllus commodus

Robert Sturm

Insekten stellen in verschiedenen biologischen Disziplinen wertvolle Modellorganis-
men zur stetigen Erweiterung des Grundlagenwissens dar. So spielten etwa fir den
Fortschritt in der Genetik Kreuzungsexperimente mit der Taufliege Drosophila melano-
gaster eine wichtige Rolle, und auch die Erkenntnisse in der Zellbiologie und Histolo-
gie beruhen zu einem nicht unwesentlichen Teil auf Experimenten mit diversen Insek-
tenarten. Orthopteren (Geradfliigler) wie die australische Feldgrille Teleogryllus com-
modus werden ob ihrer einfachen Ziichtbarkeit und Haltung héufig fir den zoomor-
phologischen Unterricht einerseits und entomologische Forschungen andererseits her-
angezogen, wobei gerade im Bereich der Insektenentwicklung und -histologie noch
zahlreiche unbeantwortete Fragen bestehen. Der vorliegende Beitrag soll einen ana-
tomisch-histologischen Einblick in das Abdomen (Hinterkorper) der australischen
Feldgrille mit seiner zum Teil durchaus komplexen Organanordnung geben. Beson-
dere Riicksicht wird dabei auf die geschlechtsspezifischen Unterschiede des Repro-
duktionsapparates genommen, welcher in den hintersten Segmenten des Abdomens

lokalisiert ist.

rillen sind aus systematisch-zoologi-

scher Sicht den Orthoptera und in die-

ser Gruppe wiederum der Ordnung der
Ensifera (Langfiihlerschrecken) sowie der Fami-
lie der Gryllidae zuzuordnen. Thre Verwendung
als Modellorganismen in diversen biologischen
Disziplinen wurde in den letzten Jahrzehnten
nicht zuletzt auch dadurch forciert, dass sie mit
relativ geringem Aufwand in hoher Zahl heran-
geziichtet werden konnen und — was ebenfalls
nicht unwesentlich erscheint — sehr leicht zu
halten sind, da sie keine hohen Anspriche in
Bezug auf ihre Erndhrung stellen. Die Haltung
der Tiere erfolgt zumeist je nach Verwendungs-
zweck entweder in verschliefbaren Plastik-
behiltern (L x B x H: 50 x 30 x 20 cm) oder in
Glasgefifsen von hinreichender Grofle (mindes-
tens 5 Liter Volumen). Als Nahrung gelten
neben frischem Salat, welcher taglich gewech-
selt werden sollte, auch Trockenfutter (z.B.
Rattendiit Altromin 1222), Quark fiir eine ra-
sche Gewichtszunahme der Tiere sowie Wasser,
welches in Form angefeuchteter Wattepads ver-
abreicht wird.

Mikrokosmos 95, Heft 3, 2006
www.elsevier.de/mikrokosmos

Biologie der australischen Feldgrille

Die australische Feldgrille Teleogryllus commo-
dus hat in den vergangenen Jahrzehnten neben
dem Heimchen Acheta domesticus vermehrt
Eingang in die wissenschaftliche Forschung ge-
funden (z.B. Sturm 2002, Sturm und Pohlham-
mer 2000), wobei das Hauptaugenmerk auf die
Klirung reproduktionsbiologischer Fragen ge-
legt wurde. Der natirliche Lebensraum der
Grille erstreckt sich tiber weite Teile Austra-
liens und Neuseelands, wihrend das Tier in un-
seren Breiten aufgrund der zu starken jahres-
und tageszeitlichen Temperaturschwankungen
nicht in der freien Natur angetroffen werden
kann und demzufolge auf entsprechend klima-
tisierte Bereiche (25 °C, 60% Luftfeuchte) be-
schrinkt bleibt. Im Labor pflanzt sich Teleo-
gryllus commodus tber das gesamte Jahr hin-
weg fort, wobei ein einzelnes Weibchen eine
durchschnittliche Lebensdauer von 40 Tagen
besitzt und innerhalb seiner fortpflanzungsakti-
ven Periode bis zu 1.000 Eier ablegen kann. Die
Embryonal- und Larvalentwicklung dauern zu-
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sammengenommen etwa drei Monate. Die Lar-
valphase durchlauft dabei mehrere (in der Re-
gel 10 bis 12) Hautungsstadien, die mit einer
sukzessiven Groflenzunahme des Tieres einher-
gehen, und endet schliefflich mit der Adult-
oder Imaginalhdutung, aus welcher das voll
ausdifferenzierte Adulttier resultiert. Die Ge-
schlechtsaktivitit startet im Allgemeinen erst
einige Tage nach der Adulthdautung, da einzelne
Teile des Reproduktionsapparates noch nicht
voll entwickelt sind. In freier Wildbahn treten
jene im Spatherbst abgelegten Eier in ein Ruhe-
stadium (Diapause) zur Uberdauerung des
Winters ein und setzten die Embryogenese nach
Beendigung der kiihleren Jahreszeit fort.

Insektenanatomie

Nun stellt die Mikroskopie von Insekten eine
faszinierende Disziplin nicht nur fiir den Fach-
mann, sondern auch fiir den Laien dar, weil ein
genaueres Studium dieser Tiergruppe den an-
fanglichen Eindruck von nicht allzu hoch ent-
wickelten Organismen auf deutliche Art und
Weise widerlegt. Insekten gelten, gerade was
ihre Sinnesleistungen betrifft, als eine der fort-
schrittlichsten Tiergruppen tiberhaupt — nicht
zuletzt diente das optische Sinnessystem der
Stubenfliege Musca domestica als Grundlage

fiir das Orientierungssystem von Mittel- und |

Langstreckenraketen. Diese Komplexitit setzt
sich den inneren Aufbau der Tiere betreffend
fort und erreicht vor allem beim mannlichen
und weiblichen Reproduktionsapparat einen
Hohepunkt. Im vorliegenden Beitrag soll ein
mikroskopischer Einblick in das Abdomen der
australischen Feldgrille Teleogryllus commodus
gewidhrt werden, wobei dem Verdauungstrakt
mit seinen zahlreichen Einzelkomponenten ein-
erseits und dem Reproduktionsapparat ande-
rerseits besonderes Augenmerk geschenkt wer-
den soll.

Préparation der Tiere fiir die mikroskopi-
schen Untersuchungen

Die Praparation von Insekten fur wissenschaft-
liche Untersuchungen hiangt in ihrer Komple-
xitat von der Art der Untersuchungsmethode
ab. Fir die Auflichtmikroskopie, welche Er-
kenntnisse iiber die Lage und Form einzelner
Organe bringen soll, sind nur wenige Schritte

der Vorbereitung notwendig. Die Tiere werden
zuerst in einem CO,-Strom betdubt und an-
schlieflend dekapitiert. Die Fixierung der Insek-
tenkorper erfolgt in 70%igem Ethanol tiber ei-
nen Zeitraum von einigen Tagen. Nach diesem
Schritt konnen Thorax und Abdomen problem-
los mit einer scharfen Rasierklinge median —
also in der Korpermitte — geschnitten und die
jeweiligen Schnitthalften unter dem Mikroskop
im Detail betrachtet werden.

Als wesentlich komplexer erweist sich die Pra-
paration des Abdomens fir die Durchlicht-
mikroskopie, welche erste Aufschliisse iiber
die zelluldre Struktur einzelner Organe geben
kann. Hierfiir ist es namlich notwendig, histo-
logische Schnitte von hinreichender Qualitit zu
erzeugen, was zum Teil langwierige Fixier-,
Einbettungs- und Firbeprozesse erfordert.
Analog zur Praparation fur die Auflichtmikros-
kopie werden ausgewihlte Tiere (es werden ge-
nerell nur wenige Grillen fur derartige Untersu-
chungen benotigt) im CO,-Strom narkotisiert
und dekapitiert. Daraufhin erfolgt die Entwas-
serung der Objekte in einer aufsteigenden Al-
koholreihe und Fixierung in Bouin-Losung.
Zur Herstellung der orientierten Schnitte mit
Hilfe des Mikrotoms erfolgt eine Einbettung
des Objektes in einer Harzmischung, deren
Konsistenz je nach kutikularem Anteil der Epi-
dermis und der inneren Organe variiert werden
muss. Bei starken kutikuldren Strukturen emp-
fiehlt sich ein hirteres Einbettungsmedium zur
Erzielung optimaler Schnittresultate. Die er-
zeugten Schnitte werden der Reihe nach auf
einem Glasobjekttrager mit einer Grofle von
76 x 26 Millimeter aufgebracht und in weiterer
Folge wiederum von dem bei der Mikroskopie
storend wirkendem Einbettungsmedium durch
ein entsprechendes Losungsmittel befreit. Fir
die Farbung der Gewebsschnitte wird je nach
Fragestellung eine spezifische Prozedur (z.B.
Goldner oder Azan) durchgefiihrt. Abschlie-
8end werden die Schnitte mit Canada-Balsam
(Lichtbrechung n = 1,56) und einem Deckglas
versehen.

Ergebnisse der Auflichtmikroskopie

Die Resultate der auflichtmikroskopischen Fo-
todokumentation sind in der Abbildung 2 zu-
sammengefasst, wobei das Hauptaugenmerk
des Interesses hier vor allem auf den Verdau-
ungs- und Reproduktionstrakt, wie sie typi-
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scherweise im Hinterleib der Grille angetroffen
werden konnen, gerichtet wurde. Zur Unter-
stiitzung der nachfolgenden Erlduterungen die-
nen die Zeichnungen in Abbildung 1, welche
die jeweiligen Organanordnungen und -mor-
phologien in zum Teil vereinfachter Art und
Weise wiedergeben sollen.

Betrachtet man nun die Abbildung 2 etwas
mehr im Detail, so ldsst sich im Wesentlichen
eine innere Zweigliederung des Hinterleibes
vornehmen. Zum einen wird dieser Korper-
abschnitt ndmlich durch den an Ausdehnung
dominierenden Verdauungstrakt gepragt, zum
anderen durch den nicht weniger imposanten
Reproduktionstrakt, dessen Organe mit Aus-
nahme des Hodens/der Ovarien auf die hinters-
ten abdominalen Segmente konzentriert sind.
Der Verdauungstrakt sticht im Bereich des
Hinterleibes hauptsichlich durch den kugelfor-
migen Kaumagen (Abb. 1 und 2) oder Proven-
triculus ins Auge, der eine dicke muskuldre
Wand besitzt und an seiner Innenseite von zahl-
reichen Kutikulazahnchen zur effizienten Zer-
kleinerung der aufgenommenen Nahrung tiber-
zogen ist. An den Kaumagen schliefst sich der in
mehrere Abschnitte untergliederte Mitteldarm
an, der — ganz dhnlich wie der menschliche
Darm — der Resorption der Nahrungsbestand-
teile in das Mixocoel dient. Dem Mitteldarm
folgt ein besonders interessantes, fir Insekten
geradezu charakteristisches Organ, namlich die
Malpighi-Gefifle (Abb. 1 und 2). Thre vor-
nehmliche Aufgabe besteht in der Riickresorp-
tion von Stoffwechselendprodukten aus dem
Mixocoel und deren nachfolgenden Abgabe in
den Hinterdarm — eine Funktion, welche beim
Menschen vergleichsweise die Niere tber-
nimmt. Malpighi-Gefafle werden neben den bei
Wiirmern und Weichtieren auftretenden Proto-
beziehungsweise Metanephridien auch als Ex-
kretionsorgane bezeichnet. Der Verdauungs-
trakt endet mit dem Hinter- oder Enddarm, der
wie der menschliche Dickdarm fiir die Entwis-
serung der unverdaulichen Nahrungsreste ver-
antwortlich zeichnet (Abb. 1 und 2).

Der Reproduktions- oder Genitaltrakt ldsst
sich unabhingig vom Geschlecht der Tiere in
drei Hauptbestandteile untergliedern, die in ih-
rer Bedeutung signifikante Unterschiede zwi-
schen Minnchen und Weibchen erkennen las-
sen. Zum einen gibt es jene Organe, die zur Bil-
dung der Keimzellen dienen (Hoden/Ovar), an-
dererseits die so genannten akzessorischen Drii-
sen (Abb. 2), deren Bedeutung in der Erfiillung

zahlreicher unterstiitzender Funktionen be-
steht, und schliefSlich die Keimzellen konservie-
renden und iibertragenden Strukturen bezie-
hungsweise Organe (Spermatophore, Recepta-
culum seminis, Penis, Ovipositor). Wie in Ab-
bildung 2 dargestellt ist, nehmen beim Mann-
chen der australischen Feldgrille die akzessori-
schen Drisen volumenmafSig eine tibergeord-
nete Stellung ein — eine Tatsache, die aufgrund
der Bedeutung dieser Strukturen fiir die Sper-
matophorenbildung nicht weiter verwunderlich
erscheint. Beim Weibchen hingegen treten die
akzessorischen Driisen nur noch als Rudimente
mit bislang noch nicht im Detail verstandener
Funktion auf, wihrend die volumenmaifSige
Dominanz den Ovarien zuteil wird (Abb. 1).

Ergebnisse der Durchlichtmikroskopie

Im Rahmen der durchlichtmikroskopischen
Untersuchungen am Abdomen von Teleogryl-
lus commodus wurde der Schwerpunkt auf den
Reproduktionsapparat gelegt, dessen funktio-
nell-anatomisches Verstindnis erst aus dem
Schnittpraparat erlangt werden kann. Bereits in
den Uberblicksdarstellungen der Abbildung 3
wird die ganze Komplexitit des weiblichen und
minnlichen Genitaltraktes deutlich, wobei die
Keimzellen bildenden Organe (Ovarien/Hoden)
nicht in die Abbildung miteinbezogen wurden.
Hilfestellung bei der Identifizierung einzelner
Strukturen soll wiederum die Abbildung 1 ge-
ben, in welcher neben der groben Morphologie
des Genitaltraktes (mittlere Bildserie) auch die
Form der Geschlechtsorgane selbst wiedergege-
ben ist. Wenn man nun beim Weibchen der aus-
tralischen Feldgrille beginnen mochte, so lassen
sich gewisse Teile der entsprechenden Zeich-
nungen in Abbildung 1 relativ leicht wiederfin-
den, so beispielsweise die Genitalkammer, in
welcher die Befruchtung der Eier stattfindet,
der unpaare Ovidukt, zu welchem die beiden
lateralen (paarigen) Ovidukte bei Eingang in
die Genitalkammer zusammenmiinden, die
terminale Papille, welche bei der Befruchtung
direkt tber den Eintrittsoffnungen der Eier
(Mikropylen) fur die Spermatozoen liegt und
demzufolge eine punktgenaue Besamung be-
wirkt, und der Ovipositor oder Legestachel,
der zum Ablegen der befruchteten Oocyten in
den Boden dient. Als weitere Strukturen treten
im Schnittbild sowohl der Ductus receptaculi
als auch die akzessorischen Driisen auf.
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Abb. 2: Aufsicht auf das Abdomen eines Mannchens der australischen Feldgrille. aD akzessorische
Drissen, Af After, Ce Cercus, Ed Enddarm, Gk Genitalkammer, Ho Hoden, Km Kaumagen, Md Mittel-
darm, MG Malpighi-GefaBe, Pe Penis, Sgp Subgenitalplatte, Sp Spermatophore. MaBstrich 1 mm.

Der Ductus receptaculi bewirkt durch seine
peristaltischen Bewegungen den Transport der
Spermatozoen von der Spermatophore, welche
wihrend des Kopulationsaktes vom Mannchen
an das Weibchen iibertragen wird, in das Re-
ceptaculum seminis, eine Art Vorratsbehilter
fir die Spermien. Bei der Befruchtung der Eizel-
len verlauft die Peristaltik in die umgekehrte
Richtung und sorgt so fir den Transport der
Spermatozoen vom Receptaculum seminis zur
terminalen Papille. Die akzessorischen Driisen
sind beim Weibchen nur mehr rudimentar aus-
gebildet, scheinen aber dennoch eine oder meh-
rere Funktionen zu besitzen. Die plausibelste
dieser Funktionen umfasst die Herstellung ei-
nes oligen Sekretes, welches an den Eiern haf-
ten bleibt und als eine Art Gleitmittel fiir einen
erleichterten Transport durch den Ovipositor
dient. Die in Abbildung 3 gezeigten Strukturen

sind in Abbildung 4 zwecks der Darstellung
zelluldrer Organisation nochmals mehr im De-
tail gezeigt.

Die sich im Durchlicht bietende Situation bei
der mannlichen Grille weicht — wie schon aus
den Zeichnungen vernommen werden kann —
relativ deutlich von jener des Weibchens ab. Zu
den augenscheinlichsten Strukturen der Abbil-
dung 3 zahlen die akzessorischen Driisen, wel-
che — und hier liegt bereits ein wesentlicher
Unterschied zum Weibchen vor — mehrere signi-
fikante Funktionen erfiillen. Die Driisen zeich-
nen fir die Bildung der Spermatophore, eines
Transportbehilters fiir die Spermatozoen, ver-
antwortlich. Dabei handelt es sich um ein aus
mehreren Schichten aufgebautes, gianzlich azel-
luldres (zellfreies) Gebilde. Weitere im Schnitt
sichtbare Strukturen und Organe sind der Duc-
tus ejaculatorius, entlang welchem die noch

< Abb. 1: Zeichnerische Darstellung der Anatomie des ménnlichen und weiblichen Abdomens
der australischen Feldgrille Teleogryilus commodus.



Abb. 3: Durchlichtmikroskopische Aufnahmen des Reproduktionstraktes vom Weibchen (oben) und
Mannchen (unten) der australischen Feldgrille. aD akzessorische Driisen, Ae Aedeagus, Dr Ductus
receptaculi, Fg Fettgewebe, Gk Genitalkammer, vL ventraler Lobus, Op Ovipositor, tP terminale Papille,
uO unpaarer Ovidukt, Vt Verdauungstrakt, Ph Phallus, Sgp Subgenitalplatte. MaBstriche 1 mm.

Die Kastchen kennzeichnen die Positionen der Detailaufnahmen in Abbildung 4.
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Abb. 4: Detailaufnahmen des Reproduktionstraktes vom Weibchen (A-C) und Ménnchen (D-E) der aus-

tralischen Feldgrille. MaBstriche 0,1 mm.

gallertartige Spermatophore mitsamt ihrem In-
halt in die Genitalkammer transportiert wird,
die paarig auftretenden ventralen Lobi, welche
sich um die Spermatophore bis zu deren Erhar-
tung legen, und der aus Aedeagus und Phallus
bestehende Penis, dessen Drisen die Spermato-
phorengeiflel bilden und dessen hauptsichliche
Funktion in der Ubertragung des Transportbe-
hilters an das Weibchen besteht. In Abbildung

4 sind ausgewihlte Strukturen zwecks der Dar-
stellung zellulirer Elemente nochmals mit stir-
kerer Vergroflerung gezeigt.

Resiimee

Zusammenfassend lisst sich festhalten, dass
die Lichtmikroskopie zur Erforschung struktu-
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reller und histologischer Fragestellungen ge-
rade im Bereich der Wirbellosenbiologie nach
wie vor eine unverzichtbare Methode darstellt.
Wie anhand des Abdomens der australischen
Feldgrille gezeigt werden konnte, lassen sich
mit relativ geringem Aufwand bereits zahlrei-
che Erkenntnisse tiber den Bau und die Funk-
tion einzelner Organe gewinnen, was gerade
fur den Nicht-Experten einen Anreiz darstellen
konnte, verstirkt in die Welt der Insekten ein-
zutauchen.
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Digitale Holographie als neves Mikroskopierverfahren

Das neue Verfahren der digitalen Holographie
ldsst sich modular in bestehende Mikroskope
integrieren. Mit dieser hoch auflésenden, nicht
invasiven Methode konnen lebende Zellen tiber
einen beliebigen Zeitraum aufgenommen und
dreidimensional rekonstruiert werden. Spe-
zielle Markierungen sind dazu nicht nétig. Ins-
besondere dynamische Prozesse wie Zellwan-
derungen und Zell-Zell-Interaktionen sowie
Untersuchung von Wirkstoffen, welche diese
Prozesse beeinflussen, konnen so hervorragend
dokumentiert werden.

Versuchsaufbau (Abb. 1): Eine koharente Laser-
lichtbeleuchtung wird modular an den vor-
handenen Mikroskopkondensor eingekoppelt
(inverse Durchlichtanordnung). Eine CCD-Ka-
mera zeichnet dann das digitale Hologramm
auf und leitet die Daten an einen PC weiter. Die
durch das Objekt bewirkten Phasendnderungen
der Lichtwellen gegentber dem umgebenden
Medium werden als unterschiedliche Bildhellig-
keiten dargestellt und sind ein direktes MafS fuir
die optische Wegliangendifferenz. Die Rekon-
struktion der Bilder erfolgt ausschlielich nu-
merisch. An die mikroskopische Anordnung
angepasste Algorithmen erlauben eine weit-
gehend automatisierte Auswertung der Mess-
ergebnisse. Verschiedene Objektebenen konnen
aus einem einzigen Hologramm rekonstruiert
werden, so dass keine zusitzlichen mechani-
schen oder optischen Komponenten notig sind,
um auf verschiedene Ebenen zu ,,fokussieren.

Eine Vielzahl von Anwendungsmoglichkeiten
auch in der medizinischen Diagnostik (z.B. Endo-
skopie, Detektion von Tumorldsionen) wird von
dieser bertihrungsfreien, nicht invasiven Mog-
lichkeit der Zelloberflichenanalyse profitieren.
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Abb. 1: Aufbau eines modularen Systems zur di-
gitalholographischen Mikroskopie in Durchlicht-
anordnung (aus Schnekenburger et al., 2005).
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Hoch gestapelt - tiefenscharf:
Anwendung aktueller Software
zur Verarbeitung von Bilderstapeln

Gerd Gunther

Der Wechsel vom analogen Foto auf herkémmlichem Filmmaterial zur digitalen Auf-
nahme wird auch bei der mikrofotografischen Dokumentation immer weiter vollzo-
gen. Im Zuge der Digitalisierung konnen mit spezieller Software endlich Grenzen
Uberschritten werden, die fir die analoge Fotografie nahezu uniiberwindlich waren.
Die Uberwindung der Grenze der geringen Tiefenscharfe ist Thema dieses Erfah-

rungsberichtes.

", ie Tiefenschirfe von Mikrofotografien
~ Jist gemeinhin eher gering, insbesondere

~ beim Einsatz ab 20facher Objektivver-
gLoBemng macht sich dieser Effekt stark be-
merkbar. Der Einsatz aktueller Software zur
Verarbeitung von Bilderstapeln zur Erhohung
der Tiefenschirfe schafft hier Abhilfe. Der Ein-
satz der Software braucht jedoch nicht nur auf
die starker vergrofiernden Objektive be-
schriankt zu bleiben. Insbesondere mit Auflicht-
beleuchtung im unteren Vergroflerungsbereich
erschliefSen sich mit dieser Technik der Bildver-
arbeitung ganz neue Moglichkeiten. In den ver-
gangenen 3—4 Jahren erschienen immer mehr
Programmpakete, die auch dem nicht profes-
sionellen Anwender mit weniger prall gefiilltem
Budget zuginglich sind, und die hervorragende

Ergebnisse zeigen. Die Programmpakete fur die
professionelle Bildanalyse enthalten zwar auch
Module fiir die Erhohung der Tiefenschirfe,
allerdings liegen die Anschaffungskosten fiir
diese Software jenseits der Moglichkeiten eines
Amateurmikroskopikers.

Einsatzgebiete professioneller Programm-
pakete

Die Programmpakete der Firmen Media Cyber-
netics (Image Pro) und SIS Imaging (AnalySIS)
sind in der professionellen Bildverarbeitung
mikroskopischer Dokumente weit verbreitet.
Die Stapelverarbeitung wird hier insbesondere
zur 3D-Visualisierung in den Materialwissen-

Abb. 1: Speisemchre (Daucus carota L. ssp. sativus), Saatgut. MlcroPlcS 15 Elnze|b||der MoBstrlch
0,5 mm. — Abb. 2: Klatschmohn (Papaver rhoeas), Saatgut. HeliconFocus, 12 Einzelbilder. MaBstrich
0,5 mm.

Mikrokosmos 95, Heft 3, 2006

www.elsevier.de/mikrokosmos


http://www.elsevier.de/mikrokosmos

154  G. Ginther

schaften eingesetzt, um aus einem Stapel Bilder,
die aufeinander folgend in unterschiedlichen
Ebenen fotografiert wurden, einen dreidimen-
sionalen Korper zu errechnen. Beispiel: Visuali-
sierung von Lackschidden. Die Errechnung ei-
nes scharfen Bildes aus einem Stapel teilschar-
fer Einzelaufnahmen groflerer dreidimensio-
naler Objekte leistet diese Software nattrlich
ebenfalls. Das Institut fur angewandte Botanik
in Hamburg hat Saatgut (Abb. 1 und 2) sehr
vieler aktueller und alterer Gemisesorten mit
Hilfe des Softwarepaketes AnalySIS dokumen-
tiert.

Abb. 3: Stubenfliege (Musca domestica), Portrait. MicroPicS, 29 Einzelbilder. MaBstrich 0,5 mm. -

Voraussetzungen fiir die Anwendung
der Stapeltechnik

Sollen von einem Objekt mehrere aufeinander
folgende Bilder unterschiedlicher Fokalebenen
fotografiert werden, miissen die Objekte umso
unbeweglicher sein, je mehr Ebenen aufgenom-
men werden. Mit viel Glick und Ausdauer
kann man 3-4 Einzelaufnahmen eines Wasser-
flohs wihrend einer kurzen Bewegungspause
schielen. Ersatzweise kann hier auf Video-
sequenzen zuriickgegriffen werden. Dabei kann
man versuchen, durch passendes Fokussieren

Abb. 4: Regenbremse (Haematopota spec.), Portrait. HeliconFocus, 48 Einzelbilder. MaBstrich 0,5 mm.

Abb. 5: Foraminiferenskelett (Peneroplis). MicroPicS, 8 Einzelbilder. MaBstrich 0,2 mm. — Abb. 6: Ra-
diolarienskelett. Photoshop manuell, 19 Einzelbilder.
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bei laufender Video-Aufzeichnung entspre-
chende Bildsequenzen zu gewinnen. Fir 30-40
Aufnahmen eines Fliegen- oder Bremsenpor-
traits (Abb. 3 und 4) ist es leider notwendig,
das Insekt abzutoten. Objekte aus der unbeleb-
ten Natur wie Mikrofossilien oder rezente
Foraminiferenschalen sind unproblematisch
(Abb. 5 und 6). Die Objekte sollten wahrend
der Aufnahmen ausreichend in ihrer Lage fi-
xiert sein, sonst hat die Software spiter even-
tuell Probleme, die Ebenen zur Deckung zu
bringen. Insbesondere beim Einsatz von Spie-
gelreflextechnik ist auf ausreichende Befesti-
gung der Objekte auf dem Probentriger zu ach-
ten. Kleine Foraminiferenschalen oder leichte
Saatgutformen wandern sonst bei jedem
Spiegelschlag beziehungsweise Verschlussaus-
16sen.

Ein Mikroskop ist dem Einsatz einer Stereolupe
vorzuziehen, da hdufig der Bildversatz bei Auf-
nahmen durch eine Stereolupe nicht ausrei-
chend von den einzelnen Programmen korri-
giert werden kann. Die Wahl mikroskopischer
Kontrastverfahren ist fir Zwecke der Stapelbe-
arbeitung leicht eingeschrankt. Die Dokumen-
tation im Hellfeld ist unproblematisch, voraus-
gesetzt die Aperturblende wird nicht tiberma-
Big zugezogen. Jede Kontrastkante wird im er-
rechneten Bild als scharf erkannt. Daher gelan-
gen auch kleinste, unerwiinschte Partikel bei
entsprechender Aperturblendeneinstellung ins
Endresultat. Phasenkontrast ist haufig bei
raumlich ausgedehnten Objekten, die hier im
Vordergrund stehen, unbrauchbar. Halo-Ef-
fekte und Uberstrahlen fiithren zu unbrauchba-
ren Resultaten nach der Stapelverarbeitung.
Dunkelfeldverfahren und Verwandte wie die
Rheinbergbeleuchtung sind brauchbar, wenn
knapp belichtet wird, um Uberstrahlungen zu
vermeiden. Bilder im Differentiellen Interfe-
renzkontrast (DIC) sind ebenfalls geeignet, da
mit diesem Verfahren eine optische Schnittfiih-
rung realisierbar ist, sofern die Aperturblende
ganz geoffnet bleibt und der Kontrast nicht zu
stark eingestellt wird. Die Interpretation der
gerechneten Ergebnisse mit diesem Verfahren
ist jedoch schwierig. Die Auflichtbeleuchtung
ist mit improvisierten Mitteln beim Einsatz nie-
drig vergrofSernder Objektive durchaus brauch-
bar. Durch den groflen Arbeitsabstand kann
das Objekt auch ohne Auflichtilluminator gut
ausgeleuchtet werden.

Die Belichtung der Einzelbilder sollte moglichst
konstant sein. Manuelle Einstellung ist allen

Automatiken vorzuziehen. Geringe Unter-
schiede in den Einzelbildern bei verschiedenen
Parametern wie Farbe oder Intensitit konnten
spater unerwiinschte Artefakte bei der Berech-
nung des Gesamtbildes hervorrufen. Die ak-
tuellen Versionen der Softwarepakete konnen
und miissen Unterschiede der Einzelbilder
durch spezielle Algorithmen ausgleichen. Wenn
die Einzelbilder allerdings stark unterschiedlich
sind, versagt der Ausgleich. Bei der Auflichtbe-
leuchtung grofler Objekte wie Fliegen oder
Pflanzenteilen ist auf ausreichende Konstanz
und moglichst gleich bleibende Entfernung der
Lichtquelle vom Objekt zu achten. Losungen
mit weifSen LEDs brachten hierbei gute Resul-
tate (Abb. 7).

Eine ubermafige Schiarfung oder Farbintensi-
vierung der Kamera sollte abgeschaltet werden.
Zu starke JPEG-Kompression erzeugt bei un-
gunstigen Objekten ebenfalls Phantomkanten.
Hier sollte die beste Qualitdtsstufe mit gerings-
ter Kompression gewihlt werden. Ein leicht

o

Abb. 7: LED Auflichtbeleuchtungseinrichtung.
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Abb. 8: Stockrose (Alcea rosea), Narbe mit Pollenkérnern. CombineZ, 9 Einzelbilder. MaBstrich

0,2 mm. — Abb. 9: Chicoree (Cichorium intybus), Narbe mit Pollenkérnern. HeliconFocus, 16 Einzel-

bilder. MaBstrich 0,5 mm.

fehlerhafter Weifsabgleich kann spater am Ge-
samtbild korrigiert werden.

Die Programmpakete im Einzelnen

Die folgende Auswahl an Software fiir den
Zweck der Scharfentiefenerh6hung ist subjektiv
und branchentiblich kurzlebig. Schnelle Upda-
tes und weitere Neuerscheinungen konnen
kurzfristig Verschiebungen ergeben. Auch habe
ich hier nur solche Software ausgewihlt, mit
der geniigende Erfahrung gesammelt werden
konnte. Die Zielgruppe fiir diese Programm-
pakete ist der Mikroskopiker, der sich mit digi-

Abb. 10: Micrasterias rotata (DIC). CombineZ,
11 Einzelbilder. MaBstrich 20 pm.

taler Aufnahmetechnik befasst und raumlich
ausgedehnte Objekte durchgangig scharf abbil-
den will. Lohnende Objekte kennt sicherlich je-
der, der sich mit Mikrofotografie beschaftigt.
Die gesamte Bandbreite mikroskopischer Ob-
jekte wire hier zu nennen, die Reihenfolge stellt
keine Wertung dar: Mikrofossilien wie Radiola-
rien und Foraminiferen; rezenter Feinschill, bei-
spielsweise Sklerite von Schwiammen oder Ho-
lothurien; Pflanzengewebe wie zum Beispiel Ae-
renchyme; Teile von Insekten wie Kopfe von
Fliegen; kleine Pflanzenteile wie Bliitenanlagen,
Narben mit Pollenkornern (Abb. 8 und 9) oder
Samen; Wasserbewohner im weitesten Sinne
wie zum Beispiel Zieralgen (Abb. 10).

Alle hier vorgestellten Programme laufen unter
Windows, MAC-Anwender sind leider etwas
benachteiligt. Sie mussen sich auf Photoshop
und HeliconFocus beschrinken. Die detaillierte
Beschreibung von Bedieneroberflichen und
Parametervariationen jeder besprochenen Soft-
ware wiirden den Rahmen dieses Erfahrungs-
berichtes bei weitem sprengen. Voraussetzung
ist daher, dass der Mikroskopiker sich einge-
hend mit der jeweiligen Software beschaftigt
und die entsprechenden Anleitungen wenigs-
tens tberfliegt.

Stapeln in Photoshop

Das Photoshop-Paket der Firma Adobe ist seit
Jahren der Standard in der Bildbearbeitung
(Abb. 11). Prinzipiell konnen alle Bildbearbei-
tungsprogramme, die eine Ebenentechnik be-
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Abb. 11: Stapeln in Photoshop: Ebenenpalette
und Aktionenpalette.

herrschen, fiir diese Aufgabenstellung benutzt
werden. Wie bereits angedeutet, kann Photo-
shop die Kombination der Schirfeebenen nicht
selbsttatig berechnen, Handarbeit ist angesagt.
Eine dhnliche Vorgehensweise ist bereits an die-
ser Stelle beschrieben worden (Giinther, 2002).
Mehr als 20 Einzelbilder sollten nicht verwen-
det werden. Die Ubersicht geht ansonsten sehr
schnell verloren. Die folgenden Bearbeitungs-
schritte fithren meiner Erfahrung nach zu pas-
sablen Ergebnissen: (i) Aufnehmen der Einzel-
bilder in der richtigen Reihenfolge, das heifst
das Bild mit der am weitesten vom Objektiv
entfernten Fokalebene ist das unterste Bild des
Stapels. (ii) Laden des untersten Bildes; dies ist
der Hintergrund fiir alle folgenden. (iii) Nach-
folgende Fokalebenen laden und jeweils zwei-
mal als entsprechende Ebenen stapeln (STRG-
A, STRG-C, STRG-V, STRG-V). (iv) Benennen
wenigstens einer der doppelten Ebenen zur
Orientierung. Fir jeweils das untere der Dop-
pelbilder folgende Schritte ausfiihren (diese Be-
fehlsfolge wird als Aktion in Photoshop aufge-
zeichnet):

1. Selektiver Weichzeichner, nur Kanten, Ra-
dius circa 48, Schwellenwert circa 46, anpassen
je nach Objekt (findet scharfe Kanten). 2. Helle
Bereiche vergrofSern, circa 3—4 Pixel (bezieht
Umgebung der scharfen Bereiche ein). 3. Aus-
wahl Farbbereich, weifSen Bereich mit Pipette,

Toleranz circa 2 (Auswahl dieser scharfen
Teile). 4. Weiche Auswahlkante, circa 5 Pixel.
5. Auswahl abrunden, circa 3-6 Pixel (Vermei-
den von pixeligen Ubergingen der Ebenen,
»weiche Ebenen). <Ende der aufgezeichneten
Befehlsfolge>.

Das Ergebnis ist eine FlieSmarkierung der
scharfen Bildbereiche mit Uberlappung. Diese
Auswahl wird als Ebenenmaske dem oberen
identischen Ebenenbild hinzugefiigt. Anschlie-
Bend wird die jeweils untere Ebene wieder aus-
geblendet, damit nur das jeweilige Teilbild mit
aktiver Maske angezeigt wird. Die Bearbei-
tungsschritte werden auf alle (doppelten) Ebe-
nen angewendet. Bei geschickter Wahl der Pa-
rameter der Filter oder der VergrofSerung der
Auswahl erhdlt man ein durchgehend scharfes
Bild. Feinkorrekturen erfolgen auf den Masken
mit dem Pinsel-Werkzeug (schwarz = abdecken,
weifd = durchlassen). Die Bildinformation wird
nicht modifiziert. Der zeitliche Aufwand fir ei-
nen Stapel mit 20 Bildern betrdgt etwa 1-2
Stunden, je nach manueller Korrekturnotwen-
digkeit.

Stapeln mit CombineZ5

Dieses Softwarepaket ist Freeware, die Nut-
zung unterliegt keinen Einschrinkungen. Der
Autor, Alan Hadley, bietet mittlerweile die Ver-
sion 5§ zum Download. Programmsprache ist
Englisch. Die Bedienungsanleitung ist online
verfugbar, aber leider etwas umstiandlich zu le-
sen. Die aktuelle Version ist etwas bediener-
freundlicher gestaltet als die Vorginger. Einige
Eigenwilligkeiten blieben jedoch erhalten.
Diese kleinen Unannehmlichkeiten sind ange-
sichts der Resultate schnell vergessen. Durch
den Einsatz ,harter Kombinationsalgorith-
men, die fiir Makroaufnahmen optimiert wa-
ren, waren die Vorgiangerversionen von Combi-
neZ nicht fur alle mikroskopischen Aufgaben-
stellungen optimal. Die Version 5 ist in dieser
Hinsicht deutlich verbessert worden. Die Ab-
folge fiir einen Bilderstapel gestaltet sich recht
simpel: Im Meniipunkt File - new werden die
Bilder des Stapels ausgewihlt und geladen. Es
erscheint ein Statusfenster mit Anzeige der ver-
schiedenen Aktionen, die das Programm aus-
fuhrt. Ist die Ladung abgeschlossen, erfolgt die
eigentliche Berechnung mit Macro — Do Stack.
Nachdem die Software ausfihrlich berichtet
hat, welche Einzelschritte ausgefuhrt wurden,
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erscheint das Ergebnis. Die Parameter der Ver-
arbeitungsalgorithmen koénnen in weiten Berei-
chen verandert werden, vergleichbar mit den
Wahlmoglichkeiten in Photoshop.

Stapeln mit HeliconFocus

Dieses Programmpaket ukrainischer Autoren
um Danilo Kozub ist Shareware, nach 30 Ta-
gen Testzeit muss man die Software fiir € 99
kaufen. Ein moderater Preis angesichts der
Leistungsfahigkeit. Programmsprache ist Eng-
lisch. Seit Januar 2006 ist auch eine MAC-Ver-
sion verfugbar. Die Vorgehensweise ist analog
zu CombineZ. Zunichst werden die Einzelbil-
der in das Hauptfenster geladen. Sofort sieht
man das oberste Bild, andere Bilder des Stapels
kann man intuitiv mit der Maus aktivieren,
verschieben, deaktivieren und loschen. Die
wichtigen Einstellparameter sind ubersichtlich
in einem separaten Fenster untergebracht. Die
Standardparameter fur den Radius, also den
einbezogenen Bereich um eine Scharfe Kante,
und Smoothing, die Weichheit der Uberginge
zwischen den einzelnen Ebenen, bringen bereits
gute Ergebnisse. Durch die auflerordentliche
Geschwindigkeit des Programmablaufes macht
es Spafs, schnell einmal verschiedene Parameter
durchzuspielen. Fur 30 Bilder mit 2000 x 3000
Bildpunkten braucht HeliconFocus etwa 2 Mi-
nuten bei einer P4 CPU mit 2,6 GHz und
500 MB Hauptspeicher. Bei gleichen Ausgangs-
daten braucht CombineZ5 15 min, MicroPicS
je nach Algorithmus 15-20 Minuten. Nicht
nur die Geschwindigkeit ist beeindruckend, im
Gegensatz zu CombineZ kann man die Entste-
hung des Gesamtbildes live beobachten. Be-
sonders mit groflen Bilderstapeln ist dies sehr
unterhaltsam.

Stapeln mit MicroPicS

Dieses Programmpaket des Autors Dr. Bern-
hard Wiedemann ist wie CombineZ Freeware.
Programmsprache ist Deutsch. Das Programm-
paket beinhaltet sowohl Bildbearbeitung wie
auch Bildverarbeitung. Ausgehend von den
Grundfunktionen eines Bildbrowsers hat der
Autor einige Besonderheiten realisiert. Viele
Bildbearbeitungsfunktionen, die grofle kom-
merzielle Programmpakete bieten, wurden im-
plementiert, teilweise mit erweiterter Funktio-

nalitdt. So zeigt zum Beispiel die Histogramm-
anzeige fiir Einzelbilder nicht nur die Vertei-
lung der Helligkeit als Graustufenhistogramm,
sondern auch die Verteilung der Farben Rot,
Griin und Blau. Funktionen wie Tonwertkor-
rektur, Drehen und Skalieren, Ebenenverrech-
nung, Pipette, Pinsel usw. sind implementiert.
Daneben bietet die Software die Kombination
von Schirfeebenen im halbautomatischen Mo-
dus. Zunichst werden, dhnlich wie fiir Photo-
shop beschrieben, fiir jedes Bild die scharfen
Bereiche errechnet und eine entsprechende
Maske erstellt. Die Parameter fur die Erstellung
der Masken sind in sehr weiten Grenzen varia-
bel. Nach Erstellung der Masken, die die un-
scharfen Bereiche jedes Einzelbildes abdecken,
wird in einem weiteren Schritt das Gesamtbild
errechnet. Auch hier wird das Endbild live auf-
gebaut. Jede einzelne Maske kann manuell mo-
difiziert werden oder auch nach Photoshop ex-
portiert werden. In der aktuellen Version 1.8
sind verschiedene vollautomatische Varianten
realisiert, bei denen die manuelle Nachbearbei-
tung der Masken wesentlich seltener, wenn
nicht tuberflissig wird. Voreingestellte Parame-
ter fihren per Mausklick zum fertigen Ergeb-
nis. Weiterhin besteht die Moglichkeit, die
Uberlappung der Masken vorab zu kontrollie-
ren. Hiermit konnen komfortabel Locher in
den spiteren Fusionsebenen beseitigt werden.
Manuellen Korrekturen steht in diesem Pro-
grammpaket ein weiter Bereich offen.

Maglichkeiten und Grenzen

Ein beliebiges Objekt kann theoretisch beliebig
tief scharf gerechnet werden. Begrenzend wir-
ken nur die technische Durchfiihrbarkeit und
die Geduld des Fotografen. Dabei sollte aber
beachtet werden, dass das menschliche Auge
Schirfe und Unschirfe braucht, um eine Orien-
tierung im Raum uberhaupt zu ermoglichen.
Wenn alle Details scharf gerechnet werden, ist
das Ergebnis ebenso irrefithrend und kiinstlich
wie ein komplett unscharfes Bild. Ebenso darf
der Einfluss des mikroskopischen Kontrastver-
fahrens nicht aufler Acht gelassen werden. Sta-
pelaufnahmen im DIC sind hinsichtlich der
Interpretation der Objektihnlichkeit schwierig.
Zeitweise errechnen HeliconFocus und Combi-
neZ in Auflichtaufnahmen Bilder, die nicht der
Realitdt entsprechen. Dies betrifft zwar nur
kleine Details, sollte aber bei Interpretationen
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nicht unberticksichtigt gelassen werden. Insbe-
sondere in den Fliegenportraits lagen einige
Haare der Tiere nach der Berechnung nicht in
der richtigen Reihenfolge tibereinander, die Al-
gorithmen haben quasi die raumliche Anord-
nung anders interpretiert, als das in der Rea-
litat der Fall war. Eine befriedigende Korrektur
konnte nur mit MicroPicS erreicht werden, da
hier manuelle Eingriffe in die Masken moglich
sind.

Fazit

Alle hier vorgestellten Programmpakete beherr-
schen die Verarbeitung vom Bilderstapeln zu
einem tiefenscharfen Bild. In Photoshop ist dies
mit erheblichem manuellen Aufwand verbun-
den. Die halbautomatischen Programme Com-
bineZ und MicroPicS bieten viele Moglichkei-
ten, die Verarbeitungsparameter in weiten
Grenzen den Ausgangsdaten optimal anzupas-
sen. Die Rechenzeiten fiir grofSere Stapel sind
bedingt durch die Entwicklungsumgebung der
Programme erheblich. HeliconFocus ermutigt
durch die intuitive Bedienung und die schnellen
Rechenzeiten zu umfangreichen Variationen
und Optimierungen, beispielsweise durch ge-
zieltes Deaktivieren verschiedener Einzelbilder.
Schlussendlich sieht man den fertigen Bildern
zum jetzigen Stand der Programmpakete nicht
an, mit welcher Software die Berechnung statt-
gefunden hat. Der Endanwender hat die Mog-
lichkeit, jedes der angesprochenen Programme
wenigstens 30 Tage zu testen und mit eigenen
Daten entsprechend zu auszuprobieren.
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Mikroskopisch-Botanisches Praktikum
in der Berliner Mikroskopischen Gesellschaft -

Ein Erfahrungsbericht

Anfang des vergangenen Jahres fiel uns das Buch
Mikroskopisch-Botanisches Praktikum von Gerhard
Wanner in die Hinde und beim ersten Durchsehen
gefielen uns sofort die tibersichtliche Gliederung, die
leicht nachvollziehbaren Schritt fiir Schritt Anleitun-
gen und die reiche Bebilderung. So wurde die Idee
geboren, in der Berliner Mikroskopischen Gesell-
schaft mit einer Gruppe interessierter Mitglieder die-
ses Praktikum durchzuarbeiten. Seit August 2005
findet einmal monatlich ein Ubungsabend in den
Raumen des Instituts fir Zoologie in Berlin Dahlem
statt (Abb. 1). Dank des Thieme Verlages, Stuttgart,
der die Veranstaltung mit einer grofSziigigen Buch-
spende unterstiitzt hat, besitzt jeder Teilnehmer ein
Exemplar des Buches und kann sich so auf das nichste
Thema vorbereiten und das Gesehene zu Hause noch
einmal nachlesen und vertiefen.

Das Buch besteht aus einem Einfithrungsteil, der
kurz auf das Lichtmikroskop, seine richtige Einstel-
lung und verschiedene Kontrastverfahren eingeht,
sowie eine Ubersicht iiber die mikroskopische Praxis
vermittelt. Besonderer Wert wird auf das Anfertigen
eigener Zeichnungen gelegt, was unserer Meinung
nach auch in der heutigen Zeit immer noch eine
wertvolle Option fiir die Dokumentation des Gese-
henen ist. Weiterhin werden das Herstellen von
Handschnitten und das Farben von Priparaten abge-
handelt. Auch die Ubersicht iiber alle fiir das Prakti-
kum benotigten Werkzeuge und Reagenzien empfan-
den wir als gut durchdacht und hilfreich. Abgerundet
wird dieser erste Teil durch einen Exkurs in die
Elektronenmikroskopie. Viele Abbildungen im Ras-
ter- oder Transmissions-Elektronenmikroskop ergin-
zen dann auch den zweiten Teil des Buches, welcher
der Priparation und Mikroskopie der verschiedenen
pflanzlichen Gewebe gewidmet ist.

Dieser zweite Teil ist nach den verschiedenen pflanz-
lichen Organen und spezifischen Geweben geglie-
dert. Voran ist das jeweilige Kursziel des Kapitels ge-
stellt, welches nach Praparation und Beobachtungen
unterteilt ist. Zahlreiche Zeichnungen und Fotogra-
fien veranschaulichen die Priparationsschritte und
die zu beobachtenden Strukturen. Aufferdem werden
Hinweise gegeben, was gezeichnet werden sollte.
Diese gute didaktische Strukturierung erleichtert uns
die Kursleitung, so dass wir nur noch das Pflanzen-
material zu den Ubungsabenden beschaffen miissen.
Die Objekte sind bis auf wenige Ausnahmen relativ
einfach zu erhalten oder anzuziichten. Allerdings
werden ein paar wenige exotischere Pflanzen beno-
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Abb. 1: Praparation und Mikroskopieren mit Hilfe
des ,Wanner”.

tigt, auf die wir ohne die freundliche Unterstiitzung
des Reviergirtners des Botanischen Gartens Berlin
wohl hétten verzichten miissen.

Die Priparation der Objekte wird an Frischmaterial
vorgenommen und die Schnitte werden ausschliefs-
lich mit der Hand angefertigt, so dass ein Minimum
an Ausriistung erforderlich ist. Die Ubungen sind
einfach nachzuvollziehen und somit auch fir unsere
jugendlichen Teilnehmer geeignet. Das Herstellen ei-
nes gelungenen Priparates erfordert allerdings etwas
Ubung, was einem auch das beste Buch nicht abneh-
men kann. Auch sollte, wie im Vorwort erwihnt, ein
botanisches Lehrbuch mit herangezogen werden.
Zusitzlich zum Buch ist eine CD erhiltlich, auf der
samtliche Abbildungen gespeichert sind.

Nachdem wir nun etwa die Halfte des Praktikums
absolviert haben, konnen wir die Verwendung dieses
Buches in einem Kurs zur Nachahmung empfehlen.

Martina und Giinther Zahrt,
Berliner Mikroskopische Gesellschaft
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Calciumoxalat-Kristalle in Pflanzen
Teil 2: Entwicklung und Musterbildung

Eberhard Schnepf

Im ersten dieser beiden Artikel iber Oxalatkristalle in Pflanzen wurde gezeigt, wie
man sie mikroskopisch identifizieren und untersuchen kann, und welche Kristalltypen
und Kristallformen es gibt (Schnepf, 2006). Wie entstehen nun aber diese Kristalle
und die Kristall-Idioblasten, in denen sie gebildet werden? Wie héngen die Blattent-
wicklung und die Kristallentwicklung zusammen? Was passiert, wenn das Blatt altert
und abstirbt? Dies alles wird hier im zweiten Teil besprochen.

ie Kristallentstehung und Kristallent-

wicklung ldsst sich besonders gut bei

Pflanzen mit Raphiden beobachten, am
besten nach Aufhellung mit Phenol (Schnepf,
2006). Wein, Impatiens-Arten und Wasserlinsen
sind Pflanzen mit Raphiden und leicht zu be-
schaffen. Ich habe vorwiegend Blitter vom He-
xenkraut, Circaea lutetiana (Oenotheraceae),
untersucht, eine in feuchten Waildern haufige
Pflanze. Manche Details der Kristallentstehung
lassen sich lichtmikroskopisch nicht, elektro-
nenmikroskopisch nur mit Schwierigkeiten er-
kennen. Sie werden hier kurz referiert.

IR

Bildung und Wachstum der Kristalle

Zellen, in denen Calciumoxalat-Kristalle ge-
rade entstehen, findet man — von Ausnahmen
abgesehen — nur in jungen Pflanzenteilen. An-
fangs sind die Kristillchen so klein und zart,
dass sie lichtmikroskopisch fast nur im Polari-
sationsmikroskop (oder im Differentialinterfe-
renzkontrast-Mikroskop, in dem man ja auch
mit polarisiertem Licht arbeitet) zu entdecken
sind. Abbildung 1 zeigt das Mesophyll eines
sehr jungen Blattes von Circaea. Die Zellen
sind noch in der Teilungsphase, sind noch nicht

Abb. 1-3: Circaea lutetiana. Abb. 1: Sehr junges Blatt mit sehr jungem Raphiden-Idioblast. Vergr.
430fach. - Abb. 2: Sehr junges Blatt mit sehr jungen und jungen Raphiden-Idioblasten. Vergr. 430fach.
- Abb. 3: Junges Blatt mit fast voll entwickeltem Raphiden-Idioblasten. Vergr. 430fach.
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differenziert und meist etwa 10-15 pm grof3.
Eine Zelle — ein Raphiden-Idioblast — fallt
durch ihre Grofle und ihren Inhalt auf. Sie
misst 13 x 30 pm, ist also doppelt so lang wie
ihre Nachbarzellen, und enthalt winzige, feine,
nadelformige Kristalle, welche je nach ihrer
Orientierung zum polarisierten Licht hell oder
dunkel erscheinen. Diese Nadeln sind indivi-
duell kaum erkennbar und scheinen noch nicht
gut geordnet zu sein, was aber auch eine Folge
der Praparation sein kann.

Thre Menge nimmt schnell zu, auch ihre paral-
lele Ordnung verbessert sich, wobei auch der
Idioblast wichst (Abb. 2). Die Nadeln bilden
hier nun ein Biindel, das den Idioblasten fast
vollig ausfillt. Dieser streckt sich in der Folge
stark, wobei aber der Zelldurchmesser nur we-
nig zunimmt. Die Nadeln werden dicker und
linger und sind dann auch im Hellfeld gut
sichtbar (Abb. 3). Das Raphidenbiindel reicht

Abb. 4 und 5: Circaea lutetiana. — Abb. 4: Ausge-
wachsene, aber noch nicht ganz ausdifferenzierte
Raphiden-ldioblasten aus dem basalen Bereich ei-
nes 70 mm langen, voll entwickelten Blattes.
Vergr. 115fach. - Abb. 5: Ausdifferenzierte Ra-
phiden-ldioblasten aus dem apikalen Bereich des
Blattes von Abbildung 4. Vergr. 115fach.

manchmal bis fast an die Endwinde, ist oft
aber auf den Mittelteil der Zelle beschrankt.
Die nadelfreien Zellpole sind nach der Auf-
hellung mit Phenol meist mit einem schaumig
erscheinenden Material erfiillt. Der Idioblast in
Abbildung 3 ist etwa 200 pm lang und 30 pm
dick. Die Mesophyllzellen haben sich hier be-
reits differenziert und messen im Schwamm-
parenchym 20-25 pum, sind also weit weniger
gewachsen als der Kristall-Idioblast, haben sich
aber im Gegensatz zu ihm mehrfach geteilt.
Ausgewachsene Raphiden-Idioblasten  sind
schlauchférmig und erreichen Lingen von etwa
300 pm, wobei das Kristallbiindel die Zelle oft
nur halb ausfillt. Bei jungen Idioblasten er-
scheint die Zellwand im gleichen Kontrast wie
die Winde der Mesophyllzellen (Abb. 4). In
voll entwickelten Idioblasten ist sie deutlich
starker lichtbrechend und wohl auch dicker
(Abb. 5). Sie grenzen in den Circaea-Blittern
an Schwamm- und Palisadenparenchymzellen
und auch an Interzellularen.

Ahnlich wie im Circaea-Mesophyll liuft wohl
auch die Raphiden-Entwicklung bei anderen
Pflanzen ab. Drusen entstehen um eine winzige
Zusammenballung von prismatischen oder
plattenformigen Kristidllchen um ein anschei-
nend nicht kristallines Zentrum. Die Kristéll-
chen wachsen und vermehren sich. Die Drusen-
zellen werden dabei oft nicht grofSer als ihre
Nachbarzellen.

Die Kristalle entstehen fast immer in Vakuolen,
und zwar nicht durch eine einfache physika-
lisch-chemische Ausfillung von Oxalsiure, die
im Stoffwechsel wohl aus Ascorbinsiure syn-
thetisiert wird, und Calcium-Ionen. Die Cal-
cium-lonen werden iiber die Wurzeln aufge-
nommen und gelangen durch Membrankanile
und -pumpen iber die Plasmamembran und
den Tonoplasten in die Vakuole (Franceschi
und Nakata, 2005). Vielmehr scheinen spezifi-
sche Proteine dabei eine Rolle zu spielen (Li
etal., 2003), ebenso wie ein Vakuolenschleim
(Webb et al., 1995).

Elektronenmikroskopisch hat man gefunden,
dass die Kristalle in Kristallkammern gebildet
werden (Franceschi und Nakata, 2005; Horner
und Whitmoyer, 1972; Kostman und France-
schi, 2000). Diese bestehen aus Membran-
ahnlichen Strukturen in den Vakuolen, wobei
es sich aber nicht um Biomembranen im engen
Sinn handelt, sondern um Prazipitationsmem-
branen (Mazen et al., 2004), denn sie entstehen
de novo und haben freie Enden (Pennisi et al.,
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2001b), was bei echten Biomembranen nicht
vorkommt. Man nimmt allgemein an, dass die
erwahnten Proteine, Vakuolenschleime und die
Kristallkammern bestimmen, welcher Kristall-
typ entsteht (Webb, 1999).

Futterungsversuche mit radioaktiven Isotopen
haben gezeigt, dass bei den Raphiden der Ara-
cee Pistia stratoides, dem Wassersalat, Calcium
anfangs tiberall im Raphidenbiindel eingebaut
wird, spater nur an den Enden, und zwar an
beiden Enden. Das bedeutet, dass sich anfangs
die Nadeln verlingern und verdicken, spiter
nur noch verliangern, und zwar offenbar an bei-
den Enden (Kostman und Franceschi, 2000).
Auch bei Pistia ist dies so, bei der eine Raphide
ein spitzes und ein breiteres Ende hat. Drusen
wachsen, wie zu erwarten, an ihrer ganzen

Oberfliche (Volk et al., 2002).

Kristalle in Interzellularen und in Zellwénden

Ist der gerade beschriebene Weg der einzige,
der zur Bildung von Calciumoxalat-Kristallen
fithre? Ein Querschnitt durch den Spross vom
Tausendblatt (Myriophyllum) zeigt ein fur
Wasserpflanzen typisches Aerenchym. Die
grofSen Interzellularen des Luftgewebes wer-
den durch septenartige Zellplatten voneinan-
der getrennt An diesen Zellplatten sitzen Dru-
sen und ragen in die Interzellularen hinein,
scheinbar nicht in Zellen eingeschlossen
(Abb. 6). Ein Querschnitt durch einen sehr
jungen Spross zeigt aber, dass auch hier die
Drusen ganz normal entstehen. Sie werden in
den Vakuolen von kleinen Zellen gebildet, die
den Septen aufsitzen, also in Drusen-Idio-
blasten (Abb. 7). Wenn sich der Spross weiter
entwickelt, kollabiert diese Zelle. Nur die
Druse bleibt tibrig, von kaum sichtbaren
Wandresten umhiillt.

Auf etwas andere Weise werden Calcium-
oxalat-Kristalle in Zellwiande eingelagert. Ab-
bildung 8 zeigt einen Querschnitt durch das
Blatt eines Drachenbaumes (Dracaena). In den
Auflenwinden der Epidermis erkennt man die
Kristalle. Pennisi et al. (2001a) klirten durch
licht- und elektronenmikroskopische Unter-
suchungen, wie diese in die Zellwand gekom-
men sind. In einem frithen Stadium der Blatt-
entwicklung gibt es Kristallkammern zwischen
der Plasmamembran und der primiren Zell-
wand. In diesen Kristallkammern entstehen die
Kristalle. Spidter werden, von der Plasma-

Abb. 6 und 7: Myriophyllum aquaticum. Abb. 6:
Ausgewachsener Spross, Querschnitt. Druse am
Rand einer Aerenchym-Interzellulare. Vergr.
500fach. — Abb. 7: Junger Spross, Querschnitt.
Eine Druse entwickelt sich in einer blasenformigen
Zelle am Rande eine Aerenchym-Interzellulare.
Vergr. 500fach.

Abb. 8: Dracaena cinnabarii. Blattquerschnitt.
Kristalle in der EpidermisauBenwand.
Vergr. 640fach.

membran ausgehend, sekundire Wandschich-
ten an die Primdrwand angelagert, wodurch die
Kristalle in die Wand eingeschlossen werden.
An den Auflenwinden der sich entwickelnden
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SchliefSzellen der Spaltoffnungen fehlen die
Kristallkammern. Hier gibt es dann auch keine
Wandkristalle. Diese Befunde weisen auf die
Bedeutung der Kristallkammern bei der Kris-
tallbildung hin, ein Prozess, der aber immer
noch nicht voll verstanden ist.

Auch die Kristalle in den Auffenwinden der
Blattepidermen der Eibe und anderer Pflanzen
konnten auf dhnliche Weise eingelagert wer-
den. Es ist aber nur schwer vorstellbar, dass das
auch bei Kristallen in der Mittellamelle der Fall
ist. Eine Ubersicht iiber das Vorkommen von
Calciumoxalat-Kristallen in Zellwianden gibt
Kister (1956).

Entwicklung des Verteilungsmusters
der Raphiden-Idioblasten
in Bléttern des Hexenkrauts

Die Entwicklung des Verteilungsmusters von
Raphiden-Idioblasten soll hier an Bldttern des
Hexenkrautes (Circaea lutetiana) gezeigt wer-
den. Maf3 fiir das relative Blattalter waren die
Stellung des Blattes an der Pflanze und seine
Grofle. Beides ermoglicht keine ganz sichere
Aussage, denn die Pflanzen konnen verschieden
grofs werden, also verschieden viele Blattpaare
tragen, und die oberen Blatter erreichen nicht
die Grofle der unteren Blatter. Dennoch sind
recht konkrete Aussagen moglich.

Ein sehr junges Blatt (oberstes Blattpaar, Lange
7 mm) hatte im basalen Teil (2 mm vom Blatt-
stiel entfernt) Idioblasten mit Raphiden nur
entlang des Mittelnervs (Abb. 9). Die Nadel-
biindel sind schon erstaunlich grofs. Die Blatt-
spreite war weitgehend frei von Raphiden, und
Seitennerven gab es hier noch nicht. Weiter
vorn, in der Blattmitte, waren der Mittelnerv
und die sich hier differenzierenden Seitenner-
ven 1. Ordnung von ziemlich grofSen Raphi-
denbiindeln begleitet (vergl. Zindler-Frank,
1995). In den Intercostalfeldern zwischen den
Nerven gab es viele kleine und sehr kleine Ra-
phidenbtindel (Abb. 10).

Von einem 16 mm langen Blittchen stammen
die Abbildung 11 aus dem basalen, Abbildung
12 aus dem mittleren und Abbildung 13 aus
dem vorderen Bereich. Ein Gradient in der Ra-
phiden-Entwicklung ist sehr deutlich sichtbar.
Basal tiberwiegen kleine, kurze Biindel, obwohl
einige groffere auch schon vorhanden sind.
Diese werden in der Mittelzone zahlreicher,
aber es gibt auch weiterhin viele kleine Biindel.
Vorn sind diese nur noch selten, grofSere Biindel
bestimmen das Bild. Hier differenzieren sich
also nur noch wenige neue Idioblasten, aber die
bereits existierenden Biindel vergrofsern sich.
Gleichzeitig riicken die Idioblasten auseinander.
Ihre Zahl pro Blattfliche nimmt ab, weil sich
die zwischen ihnen liegenden zukiinftigen
Mesophyllzellen teilen und vergrofern.

Abb. 9 und 10: Circaea lutetiana. Abb. 9: Basaler Bereich eines sehr jungen, 7 mm langen Blattes.
Raphiden-Bindel nur am sich entwickelnden Mittelnerv. Vergr. 140fach. — Abb. 10: Mittlerer Bereich
des Blattes von Abbildung 9. GroBBe Raphiden-Biindel nur an den sich entwickelnden Nerven, sehr
kleine Raphiden-Biindel in den Interkostalfeldern der Blattspreite. Vergr. 140fach.
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Neben dem Entwicklungsgradienten Blattbasis
— Blattspitze gibt es einen weiteren: Blattinneres
(weniger weit entwickelt) — Blattrand (weiter
fortgeschritten). Die Abbildungen 11, 12 und
13 stammen von Intercostalfeldern aus inneren
Bereichen der Blattspreite, wie auch die quanti-
tativen Daten vom selben Blatt, die in Abbil-
dung 14 dargestellt sind. Hierzu wurden die
Lingen der Raphidenbiindel in GrofSenklassen
aufgeteilt. Die Graphik zeigt, wie viele Biindel
einer Klasse es in dem betreffenden Blattbe-
reich gibt (Angaben in Prozent). Hinzugeftugt
sind Angaben tiber die Zahl der Idioblasten
je 1 mm? Blattfliche. Abbildung 14 enthalt
aufSerdem zusammengefasst die entsprechen-
den Daten von mehreren, etwa 70 mm langen,
weitgehend ausgewachsenen Bldttern. Es ist
offensichtlich, wie die Raphidenbiindel von
der Basis zur Blattspitze in jungen Bldttern und
beim Auswachsen der Blitter linger (und
dicker) werden und wie gleichzeitig ihre Zahl
abnimmt. Beides kompensiert sich aber mehr
oder weniger, so dass sich die Gesamtmenge
von kristallisiertem Calciumoxalat wihrend
der Blattentwicklung wohl gar nicht so stark
verdandert.

Wenn die Blitter ausgewachsen sind, gibt es
kaum noch Unterschiede in der Biindellinge
zwischen Spitze und Basis und in der Biindel-
zahl, wohl aber Unterschiede im Reifungsgrad
der Idioblasten. Die Abbildungen 4 und §
stammen von der Basis bezichungsweise Spitze
eines 70 mm langen Blattes, welches wohl aus-
gewachsen, aber anscheinend noch nicht voll
entwickelt war. In Abbildung 4 haben die
Idioblasten schon ihre Endlangen erreicht, aber
erst in Abbildung 5 sind sie voll ausdifferen-
ziert, wie man am verstirkten Kontrast ihrer
Zellwinde sieht.

Die kleineren Blattnerven werden bei Circaea
anders als die Hauptnerven nicht bevorzugt
von Raphiden begleitet, hingegen aber der
Blattrand. Hier sind sie parallel zur Kante
orientiert. Blattzihne, die zu Hydathoden ent-
wickelt sind, haben im Drusengewebe keine
Raphiden. In den Intercostalfeldern sind sie
nicht geregelt ausgerichtet.

Die Entwicklung des Verteilungsmusters der
Raphiden-Idioblasten zeigt sehr anschaulich,
wie das Blatt wichst. Die Blattspitze entwickelt
sich schneller als die Basis, der Rand schneller
als die Mitte, wo die Phase von Zellteilungen
und Zellwachstum spiter abgeschlossen ist.

Neue Idioblasten entstehen da, wo sich die spa-
teren Mesophyllzellen teilen und sich vergro-
Bern. Dadurch entfernen sich die Idioblasten
voneinander. Auf den ersten Blick scheinen die
neuen Idioblasten in den sich vergroffernden

Abb. 11-13: Circaea lutetiana. Basaler Bereich
eines jungen, 16 mm langen Blattes. GréBere und
kleinere Raphiden-Biindel. Vergr. 115fach. -
Abb. 12: Mittlerer Bereich des Blattes von Abbil-
dung 11. Mehr groBe und weniger kleine Raphi-
den-Biindel als im basalen Bereich. Vergr.
115fach. — Abb. 13; Vorderer Bereich des Blattes
von Abbildung 11. Uberwiegend gréBere Raphi-
denbiindel. Vergr. 115fach.
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30- wickeltes Blatt. Zwei Paare von Raphiden-Idio-
blasten; die Partner sind jeweils etwa gleich weit
20 - - entwickelt. Vergr. 140fach. — Abb. 16: Halb aus-
gewachsenes Blatt. Paar von Raphiden-Idioblas-
101 B ten mit unterschiedlich weit ausdifferenzierten
=] Zellwénden. Vergr. 480fach.
50 130/mm?2 Liicken zwischen den bereits existierenden
Idioblasten gebildet zu werden. Das ist aber
40 1 nicht immer so, denn es gibt dicht nebeneinan-
301 der liegende Idioblasten, Idioblasten-Paare.
Diese konnen etwa gleich alt sein (Abb. 15)
20 1 aber auch verschieden weit entwickelt sein, wie
10 die Unterschiede im Kontrast ihrer Zellwiande
1 —] A zeigen (Abb. 16). Meist liegen sie parallel iiber-
_ . einander (Abb. 16), selten tiberkreuzt (Abb. 15).
10 30 50 70 90 110 um Solche Idioblasten-Paare sind in den Circaea-
Blattern nicht selten. Bei der Schwertbohne Ca-

Abb. 14: Circaea lutetiana. Anzahl der Raphiden-
bindel in den verschiedenen GroBenklassen
(Léinge 0-20 pm, 20-40 pm, usw.) bei einem
jungen, 16 mm langen Blatt im basalen (A), mitt-
leren (B) und vorderen Bereich (C) sowie bei voll
ausgewachsenen, 70 mm langen Bléttern (D).
Angaben in Prozent. Dazu jeweils die Gesamt-
zahl der Raphidenbiindel pro mm2,

navalia ensiformis kommen die Idioblasten, die
hier Einzelkristalle enthalten, immer paarweise
in der Blattepidermis vor (Frank, 1967).

Borchert (1990) versuchte, das Verteilungsmus-
ter von Calciumoxalat-Idioblasten wie folgt zu
erklaren. Um einen sich entwickelnden Kristall
herum verarmen die Zellen an Calcium. Des-
halb entstehen hier keine neue Idioblasten.
Wenn die Abstinde zwischen den Calcium-
bindenden Idioblasten groffer werden, also die
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Hemmhofe auseinander weichen, gibt es Raum
fiir die Differenzierung neuer Idioblasten. Die
Idioblasten-Paare von Circaea und dhnliche Be-
obachtungen an Blattern von Prunus virginiana
(Lersten und Horner, 2004), lassen sich aber
durch die Vorstellungen von Borchert (1990)
nicht erklaren.

Calcivmoxalat-Kristalle
bei Alterungsprozessen

Wie in Teil 1 dargelegt (Schnepf, 2006), binden
Calciumoxalat-Kristalle tberschissiges Cal-
cium und machen es so unschadlich, geben es
bei Bedarf auch wieder ab, was aber nur selten
vorkommt. Fiir die Pflanze ist es also vorteil-
haft, wenn bei Alterungs- und Sterbeprozessen
die Kristalle nicht abgebaut werden. Mit dem
Blattfall oder dem Abwurf von Borke wird
diese dann von dem Ballast befreit. In einigen
Fillen nimmt die Zahl und GrofSe der Kristalle
beim Absterben des Blattes sogar deutlich zu.
Das kann man beispielsweise in den Blattern
des Liebstockels (Levisticum officinale) beob-
achten. Bei der Kiichenzwiebel entstehen die
Kristalle in der abaxialen Epidermis der dufSe-
ren Zwiebelschuppen sogar erst dann, wenn
die Zellen absterben und braun werden.

Eine Ausnahme von dieser Regel scheint es bei
Weinbeeren zu geben. Wihrend frische, reife
Beeren zahlreiche Idioblasten mit Raphiden
enthalten, findet man sie in Rosinen nur selten.
Hier sind andere, unregelmifSige Kristalle hiu-
fig, die vermutlich hauptsichlich aus Zucker
bestehen.
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Digitalkamera-Adapter Klu MVP fir Mikroskope

War es vor einigen Jahren noch eher eine Seltenheit, so
hat sie heute doch fast jeder, die digitale Consumer Ka-
mera. Sie ist preisgiinstig geworden, und dabei hat sie
doch an Auflosung gewonnen. Die Ubertragung der
Bilder auf den Computer iiber USB ist mittlerweile an
fast jedem Computer moglich. Windows XP erkennt
die Kamera, ohne sie vorher installieren zu miissen.
Die Qualitit der Bilder ist bei vielen Kameras sehr gut.
Fur den, der auch noch seine eigenen Objektive einset-
zen mochte, stehen digitale Spiegelreflexkameras zur
Verfigung. Kleine Objekte konnen mit der Makro-
einstellung mit sehr geringem Abstand aufgenommen
werden. Fiir groffe Objekte steht Weitwinkel mit un-
endlicher Einstellung zur Verfigung.

Nur was macht der Anwender eines Mikroskops?
Wie bekommt er seine Bilder in die Kamera? Es gibt
Anwender, die halten die Kamera ,relativ nahe®“ an
das Okular und nehmen so Bilder auf. Das scheint bei
manchen zu klappen. Im Internet gibt es Bastelanlei-
tungen fiir Adapter. Die Losung der Einschrankungen
wird gleich mitgeliefert. Beispielsweise kann die Vig-
nettierung (schwarze Ecken und Rénder) in Photoshop
abgeschnitten werden. Dies ist aber keine optimale
Losung.

Es gibt mittlerweile viele Anwender von Mikroskopen,
die mit dem Klu MVP Adapter von klughammer gmbh
arbeiten. Dieser ermoglicht es, digitale Kameras an
Mikroskope anzuschliefen. Der Klu MVP Adapter
zeichnet sich durch eine lichtstarke und qualitativ
hochwertige Optik aus. Das Adapterset besteht aus
dem Basisadapter Klu MVP, einem Kamera-Adapter-
ring, einem C-Mount Anschlussstiick und einem
23-mm- und einem 30-mm-Okular-Anschlussstiick fiir
Mikroskope (Abb. 1). Der Adapter wird an den
C-Mount Adapter des Mikroskops oder, falls dieser
nicht vorhanden ist, an das Mikroskopokular ange-
schlossen. Der Kamera-Adapterring kann schnell und
einfach gegen einen anderen ausgetauscht werden,
falls eine andere digitale Kamera angeschlossen wer-
den soll.

Bei so manchem Mikroskop gelingt es leider nicht, die
Okulare und den Fototubus auf die gleiche Fokus-
ebene einzustellen. Schaut der Anwender durch das
Okular, stellt das Objekt scharf und nimmt in dieser
Einstellung ein Bild auf, erhiilt er hiufig eine unscharfe
Aufnahme. Also muss er immer vor der Bildaufnahme
die Z-Achse nachjustieren, um ein scharfes Bild aufzu-
nehmen. Nach der Aufnahme muss er wieder in die
Ausgangsposition zuriickstellen, ansonsten ist das Bild
im Okular unscharf. Arbeiten mehrere Anwender an
einem Mikroskop, kann es vorkommen, dass manche
die Dioptrieneinstellung verandern. Auch dann ist die
Parfokalitit nicht mehr fiir jeden Betrachter gewihr-
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Abb. 1: Das Adapterset der Firma Klughammer
fir Digitalkameras besteht aus einem Basisadap-
ter Klu MVP mit Kamera-Adapterring, einem
C-Mount Anschlussstiick und einem Okular-
Anschlussstiick fir das Mikroskop.

leistet. Ein grofles Plus des Klu MVPs ist, dass der
Basisadapter in der Hohe verstellt werden kann. Somit
wird die Parfokalitit von Fototubus/Kamera und
Okular erreicht.

Das C-Mount Anschlussstiick des Klu MVP mit Innen-
gewinde am unteren Ende des Adapters erlaubt den
Anschluss an einen C-Mount Mikroskop-Adapter.
Dieser kameraseitige C-Mount Adapter ist mit einem
Auflengewinde ausgestattet. Der Durchmesser dieses
Adapters ist 1 Inch (2,54 ¢cm). Es ist empfehlenswert,
fur die Aufnahmen mit einer digitalen Consumer
Kamera einen 1.0x Mikroskop C-Mount Adaper zu
verwenden. Diese Adapter verfugen tiber keine zusitz-
liche Optik. Mit Klu MVP konnen Mikroskope ver-
schiedenster Hersteller mit digitalen Kameras ebenfalls
verschiedenster Hersteller kombiniert werden.
Optional ist ein Camcorder Adapterset erhiltlich.
Dieses beinhaltet den Camcorder-Adapter, Basisadap-
ter Klu MVP, einen C-Mount Adapter, ein 23-mm- und
ein 30-mm-Okular-Anschlussstiick fiir Mikroskope.

Kontakt: klughammer industrie GmbH, Strassbach 9,
85229 Markt Indersdorf,

Tel.: 08136 6011, Fax: 08136 7098,

E-Mail: info@klughammer.de,

Internet: www.klughammer.de
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So rot wie Blut

Lutz Hartmann

Wer denkt nicht beim Erwdhnen des Wortes Blut an das Mdrchen ,Schneewittchen”
der Gebriider Grimm. Die Konigin saB im Winter am Fenster an einem Stickrahmen
aus schwarzem Ebenholz und stach sich in den Finger. Das Blut tropfte in den weiBien
Schnee. Darauf sagte sie: Hdft’ ich doch ein Kind, so weil3 wie Schnee, so rot wie Blut,

so schwarz wie Ebenholz.

/ \//1r wissen es, wenig spater wurde

Schneew1ttchen geboren, das dann

" Abenteuer bei den Sieben Zwergen

zu bestehen hatte. Schneewittchen hatte eine

Haut, weif$ wie Schnee, Lippen so rot wie Blut
und Haare, so schwarz wie Ebenholz.

Wissenswertes zum Blut

Nun, das Marchen von Schneewittchen kennen
wir. Alle haben es wohl frither mal gelesen oder
erzdhlt bekommen. Aber was hat das mit unse-
rem eigentlichen Thema, der Mikroskopie zu
tun? Nun, eine ganze Menge. Mit den Haaren
haben wir uns bereits in einem fritheren Beitrag
beschiftigt. Jetzt sollten wir uns mal das Blut
etwas genauer ansehen, das der Konigin von ih-
rem Finger in den weifSen Schnee tropfte.

Jeder erwachsene Mensch verfiigt etwa iiber
5-6 Liter Blut. Wir wissen, dass es lebensge-
fahrlich ist, wenn man, zum Beispiel bei einem
Unfall, eine groflere Menge Blut verliert. Die
paar Tropfen Blut der Konigin, die in den
Schnee tropften, waren aber sicher nicht
schlimm. Was macht Blut fiir unseren Korper
so lebenswichtig? Es sind im Grunde recht viele
Aufgaben, die ich hier natiirlich nur verkiirzt
wiedergeben kann. Das Blut fliefSt stindig vom
Herzen tiber die Adern, Venen, aber auch tiber
die ganz kleinen BlutgefifSe, die Kapillaren, zu
den Organen und wieder zuriick. Die ,,Blut-
pumpe®, das Herz, haben wir sicher schon bei
ihrer Arbeit in unserer Brust schlagen gehort.
Wozu dient das Blut nun? Eine ganz wichtige
Aufgabe des Blutes besteht zunachst darin, den
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Sauerstoff von der Lunge zu unseren Organen
zu transportieren. Im Koérper bindet das Blut
dann anschliefend wieder Kohlenstoffdioxid
(verkiirzt Kohlendioxid), das dann durch die
Lunge aufgenommen und anschliefSend ausge-
atmet wird. Die zweite Aufgabe besteht darin,
Nihrstoffe und andere lebenswichtige Stoffe
vom Darm oder anderen Organen in alle Teile
des Korpers zu verteilen und natiirlich Abfall-
stoffe abzutransportieren.

Wenn wir uns verletzt haben, erkennen wir
noch eine weitere wichtige Eigenschaft des Blu-
tes. Es hilft namlich, eine kleinere Wunde ganz
schnell wieder zu verschliefSen, damit wir nicht
verbluten oder gar Krankheitserreger eindrin-
gen und uns schaden konnen. Sind diese
Krankheitserreger jedoch bereits im Korper, so
greifen Bestandteile des Blutes diese an, um sie
unschéddlich zu machen. Eine weitere wichtige
Funktion des Blutes diirfen wir schliefSlich auf
keinen Fall vergessen, es verteilt: namlich die
Wirme in unserem Korper. Das Blut wird in
der Leber aufgeheizt, und genau wie bei einer
Zentralheizungsanlage — die allerdings mit hei-
Bem Wasser arbeitet — verteilt sich dann diese
abgegebene Wirme gleichmaflig im Korper.

Wir untersuchen eine Blutstropfen

Und genau hier sind wir beim eigentlichen Aus-
gangspunkt fiir unsere mikroskopische Unter-
suchung angelangt. Aber wo bekommen wir
nun blof$ Blut her, das wir untersuchen kon-
nen? Fiir einen Arzt ist diese Frage einfach zu
beantworten. Mit einer Spritze fithrt er eine
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Blutentnahme durch. Das konnen wir nattrlich
nicht. Aber wie stellen wir es an? Nun, im
Grunde miissen wir auf eine Schramme oder
sonstige kleine Verletzung bei uns warten. Das
ist nun nicht gerade eine sehr angenechme Sa-
che. Mikroskopiker wie wir sind aber doch
wohl eher hart im Nehmen und denken in ers-
ter Linie daran, was man mit dem austretenden
Blutstropfen anfangen konnte, oder? Wenn es
dann passiert, heifst es schnell sein. Es nutzt uns
namlich nichts, wenn wir erst solange abwar-
ten, bis sich das Blut in Schorf verwandelt hat.
Wir nehmen uns also einen Objekttrager und
fangen damit etwas frisches Blut auf.

Wer mutig ist, kann sich auch mit einer saube-
ren Nadel aus der Apotheke (z.B. sterile Lan-
zetten von Accu-Chek, Softclix) in den Finger
pieken und einen kleinen Bluttropfen fur die
Untersuchung herausquetschen. Vielleicht er-
barmt sich auch eure Mutter oder euer Vater
fir diese Aufgabe.

Vorweg gesagt, was wir jetzt machen, unter-
scheidet sich sehr von dem, wie Arzte oder La-
bormitarbeiter Blut untersuchen. Die sind ja
nicht neugierig zu erfahren, wie Blut unter dem
Mikroskop aussieht. Sie mochten Krankheiten
auf die Spur kommen und miissen deshalb viel
genauer arbeiten.

Fiir uns reicht jedoch erst mal ein ganz einfach
anzuwendendes Untersuchungsverfahren. Wir
tupfen nun den kleinen Bluttropfen vom Finger
auf die Mitte eines Objekttragers, beziehungs-
weise nehmen mit einer Pipette ein klein wenig
von unserem aus der Verletzung ausgetretenen
Blut ab und bringen davon nun einen kleinen(!)
Blutstropfen auf den Objekttrager. Darauf
kommt ein Deckglaschen. Das Blut sollte nicht
daneben herauslaufen. Das unterscheidet sich
im Grunde nicht von dem Verfahren, wie wir
andere Proben unter dem Mikroskop untersu-
chen und einen kleinen Tropfen Wasser dazuge-
geben.

Gut, schon fertig, und es kann losgehen. Zuerst
schwenken wir bei unserem Durchlichtmikros-
kop das am wenigsten vergroflernde Objektiv
ein. Das ist meist ein 4er- oder Ser-Objektiv.
Jetzt stellen wir das Bild scharf ein. Leider er-
kennen wir jetzt, dass man zwar kleine Be-
standteile im Blut ausmachen kann, aber man
nicht wirklich Einzelheiten sieht. Das ist erst
bei einem 40er-Objektiv richtig moglich. Das
feine Regulieren der Schirfe muss hier be-
sonders vorsichtig geschehen, da man sonst
allzu leicht mit der Frontlinse dieses Objektivs

auf das Deckglischen stofst. Das Objektiv
konnte so leicht beschiadigt werden. Je starker
ein Objektiv vergrofert, umso geringer ist sein
Abstand zum Préiparat.

Abb. 1: Blut unter dem Mikroskop nach Anfér-
bung. Die zahlreichen roten Blutkorperchen sind
in der Mitte heller als am Rand. Das dunkle runde
Gebilde (oben links) ist ein angefdrbtes weiBes
Blutkdrperchen. — Abb. 2: Zeichnung der Blutbe-
standteile. a rote Blutkdrperchen, b weife Blut-
korperchen, ¢ Blutpldtichen. — Abb. 3: Am aufge-
schnitten gezeichneten roten Blutkdrperchen er-
kennt man, dass es oben und unten in der Mitte
eingedellt ist. Deshalb sehen sie im mikroskopi-
schen Bild in der Mitte heller aus (Abb. 1) (Foto:
Klaus Hausmann, Berlin; Zeichnungen: Hannelore
Hartmann, Berlin).
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Woraus besteht das Blut?

Nun, was seht ihr? Erstaunlich ist zunichst,
dass das Blut keineswegs insgesamt rot ist. Wir
erkennen viele kleine runde, rote Scheibchen,
die sich in Ketten aneinanderlegen und in einer
klaren, gelblichen Flussigkeit herumschwim-
men. Dies sind die roten Blutkorperchen (Abb.
1-3). Thre Aufgabe besteht im Transport des
Sauerstoffs zu den Organen des Korpers und
nattirlich auch im Abtransport des Kohlenstoff-
dioxids zur Lunge. Bei der klaren, gelblichen
Fliissigkeit handelt es sich um das Blutplasma.
Es ist die Grundsubstanz des Blutes und macht
den grofsten Teil aus. Hierin werden Nihr-
stoffe, Mineralstoffe und anderes transportiert,
was fiir den Korper wichtig ist.

Weil der zu untersuchende Blutstropfen ver-
gleichsweise dick ist, konnen sich die roten
Blutkorperchen frei unter dem Deckgldschen
bewegen. Vergessen wir aber nicht, die roten
Blutkérperchen sind gerade mal 8 pm (also
8/1000 eines Millimeters) breit. Hierbei tiber-
schlagen sie sich auch manchmal. Dadurch
konnen wir erkennen, dass es sich bei ihnen
nicht etwa um kleine, gleichméafSig diinne Schei-
ben handelt. Sie haben einen Wulst an ihrem
Rand, die Mitte ist von beiden Seiten leicht ein-
gedellt (Abb. 3).

Im Blutplasma schwimmen noch andere Blut-
bestandteile, die aber gar nicht so einfach aus-
zumachen sind. Neben den roten Blutkorper-
chen gibt es auch noch die weifsen Blutkorper-
chen (Abb. 1 und 2), die aber in viel geringerem
Mafe im Blut vertreten sind. Sie sind etwas
grofSer als die roten Blutkorperchen und dienen
der Abwehr von Krankheitserregern. Weifse
Blutkorperchen sind lange nicht so gleichmifSig
wie die roten Blutkorperchen geformt und sind
im ganzen Korper, also nicht nur in den Blutge-
fiflen, anzutreffen. Sie konnen sich sogar aus
eigener Kraft fortbewegen, anders also als die
iibrigen Blutbestandteile, die im Blutstrom mit-
gezogen werden. Thren Namen ,,weifle“ Blut-
korperchen verdanken sie ihrem Aussehen; sie
sind nidmlich fast farblos. Um sie unter dem
Mikroskop deutlich zu erkennen, miissen sie
mit einem Farbstoff angefarbt werden (Abb. 1).
Im Labor verwendet man hierfiir bei Blutaus-
strichen ein besonderes Farbeverfahren, die
Giemsa-Firbung. Fur unsere Zwecke gentigt es
jedoch ersatzweise einen ganz kleinen Tropfen
des Farbstoffs Methylenblau (Fullertinte) vor-
her auf einen zu untersuchenden Blutstropfen

zu geben. Hierdurch werden die Zellkerne der
weifSen Blutkorperchen leicht blau gefarbt. Per-
fekt ist dieses Verfahren aber natiirlich nicht.
Zumindest kann man dann aber den weiflen
Blutkorperchen ein wenig auf die Spur kom-
men. Wer es ganz genau wissen mochte, kann
auch einen kleinen Tropfen Essig (3%ig) auf
den Blutstropfen geben. Durch den Essig ver-
schwinden nimlich die roten Blutkérperchen
und machen so die Sicht auf die weifSen Blut-
korperchen frei. Weitere wichtige Bestandteile
des Blutes sind die Blutplittchen (Abb. 2), die
bei einer Verletzung eine kleinere Wunde ver-
schlieflen konnen. Diese sind aber so klein, dass
wir sie mit unserem Mikroskop nur mit grofer
Miihe erkennen konnen.

Herstellung von Blutausstrichen

Arzte und Labors verwenden dieses von mir be-
schriebene Verfahren zur Blutuntersuchung
nicht, da es ihnen keine genauen Kenntnisse
iber Krankheiten bei ihren Patienten ermog-
lichen wiirde. Sie benutzen das so genannte
Blutausstrichverfahren, das ich jetzt kurz be-
schreiben mochte.

Nachdem man einen Blutstropfen auf einen
Objekttriger (Abb. 4a) gebracht hat, nihert
man sich soweit mit einem schrig gestellten
zweiten Objekttriger (Abb. 4b) diesem Bluts-
tropfen (Abb. 4c), bis er mit diesem Kontakt
hat. Jetzt zieht man den an der Kante verlau-
fenden Blutstropfen mit dem zweiten Objekt-
triger ,im Schlepp tiber den eigentlichen Ob-
jekttriager einfach so hinterher, bis sich das Blut
iber diesen fein verteilt hat. Vorher war der
Blutstropfen rot, jetzt sicht man nur noch eine
leicht gelbliche Flissigkeit. Wiirde das Blut im-
mer noch rot erscheinen, so wire es nicht diinn
genug verteilt worden. Diesen Blutausstrich
lisst man eintrocknen, firbt ihn und unter-
sucht ihn dann ohne ein Deckglaschen. Hierbei

Abb. 4: Blutausstrichverfahren. a und b Objekt-
trager, c Blutstropfen.
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kann ein Mediziner natiirlich wesentlich mehr
erkennen als bei unserem dickeren Blutstrop-
fen. Dieses Verfahren habe ich erwihnt, damit
man weif, dass es auch noch weitere, wesent-
lich genauere mikroskopische Untersuchungs-
methoden gibt. Spater kann man es ja vielleicht
ausprobieren. Zundchst reicht aber die von mir
beschriebene einfache Methode aus, um einen
Uberblick iiber die Blutzusammensetzung zu
erhalten.

Ich wiinsche aber allen, dass wir nicht allzu
viele Verletzungen erleiden, es gibt ja auch
noch andere Dinge, die man untersuchen kann!

Wo man noch viel iiber das Mikroskopieren
aber auch iber das Blut und den Blutkreislauf
nachlesen und erfahren kann

Bickel, H., Claus, R., Frank, R.: Natura, Biologie fiir
Gymnasien, Klassen 7-10. Ernst Klett Verlag,
Stuttgart 2002.

Bilsing, A., Brezmann, S., Firtzlaf, K. H., Pews-Ho-
cke, C., Kemnitz, E.: Duden, Basiswissen Schule,
Biologie. paetec Gesellschaft fiir Bildung und Tech-
nik, Berlin und Brockhaus AG, Mannheim 2001.

Kremer, B. P.: 1 x 1 der Mikroskopie. Franckh-Kos-
mos Verlags-GmbH, Stuttgart 2005.

Verfasser: Lutz Hartmann, Brandtstr. 8,
13467 Berlin

Kuzze Mivellong

Algen und Bakterien in einem FlieBwasser-Periphyton

Das epilithische Periphyton (Aufwuchs auf
Steinen) ist ein echter Biofilm, der primar aus
Algen und Bakterien besteht, die in eine Matrix
aus Polysacchariden eingebettet sind.

Friithere Untersuchungen haben belegt, dass die
bakterielle Produktion im Biofilm eines Flief3-
gewissers an die Produktion der Algen gekop-
pelt ist, deren photosynthetisch hergestellte or-
ganische Verbindungen nach dem Absterben
der Zellen den Bakterien zugute kommen. Bis-
lang ist man der Meinung zugetan, dass Bakte-
rien und Algen im Biofilm des Aufwuchses um
die Nahrungsstoffe in den Flieflgewissern kon-
kurrieren. Die neuen Untersuchungen der drei
kanadischen Biologinnen an 58 Stationen in
51 Flussen und Bichen von Ontario und West-
Quebec waren auf die Produktivitit und die
Biomasse der Algen und Bakterien gerichtet.
Die Menge der Algen wurde mit Hilfe des
Chlorophyll-a-Gehaltes in 95%igen Athanol-
extrakten, die Biomasse durch Trocknen bei
105 °C und anschliefender Verbrennung bei
550 °C ermittelt. Die Bakterienproben wur-
den mit DAPI (4’,6-Diamidino-2-phenylindol)
mittels eines Epifluoreszenzmikroskopes (Leitz

Ortholux II) bestimmt. Dazu wurden die Pro-
ben entsprechend verdiinnt und nach der Far-
bung mit DAPI fir § Minuten bei einer 1250-
fachen Vergroferung und mit Olimmersion
ausgezdhlt. Die Produktion der Bakterien und
Algen wurde mit Hilfe von radioaktivem H?3-
Thymidin beziehungsweise C'#-Bicarbonat be-
stimmt. Es ergab sich, dass die Hypothese, dass
die Bakterien in Biofilmen mit den Algen um
die Nahrungsstoffe konkurrieren, nicht zutrifft.
Vielmehr leben Algen und Bakterien in Biofil-
men in einer Assoziation, die beiden Organis-
mengruppen Raum und Nahrung bietet, sodass
beider Produktion instandgehalten wird.

Literaturhinweise

Carr, G. M., Morin, A., Chambers, P. A.: Bacteria
and algae in stream periphyton along a nutrient
gradient. Freshwater Biology 50, 1337-1350
(2005).
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(2005).
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Raphidiophrys elegans ~

Ein quonie bildendes Sonnentierchen

Bernd Walz

Sonnentierchen, Heliozoa, gehdren zu den schonsten einzelligen Lebensformen, die
ein Mikroskopiker bei seinen Streifzigen durch das Leben im Wassertropfen beob-
achten kann. Das Sonnentierchen Raphidiophrys elegans ist dafiir bekannt, dass es
Kolonien bilden kann. Eine sprode Feststellung, denn in der Realitét sind diese Kolo-

nien begeisternd schone Strukturen.

Mikrokosmos 95, Heft 3, 2006
www.elsevier.de/mikrokosmos

4 . bwohl Rapbhidio-
L tﬁ p“/’)rys elegqns sqli—
7 dar (als einzellige
Form) vorkommt, findet
man diese Art haufiger als
Kolonie aus sechs bis 12
Individuen. Leidy (1879)
beschrieb  Kolonien, die
aus bis zu 38 Einzelzellen
bestanden. Die hier in Ab-
bildung 1A vorgestellte
Kolonie umfasste 12 Indi-
viduen und wurde im Au-
gust 2005 in der flachen
Uferzone eines Sees bei
Dals Rostock (Dalsland,

Abb. 1: A Raphidiophrys ele-
gans Kolonie aus 12 Zellen,
von denen jedoch nur sechs
in der Fokusebene liegen.

R. elegans hat sehr lange
‘Axopodien. Der Bildaus-
schnitt reicht nicht aus, um
diese Axopodien in ihrer ge-
samten Lénge darzustellen.

B Ausschnitt aus einer R. ele-
gans Kolonie bei héherer
VergroBerung. Die weiBen
Pfeile markieren die Schleim-
hiille, welche Zellen und ver-
bindende Plasmastrdnge ein-
hillt. In der Schleimhiille lie-
gen die fir R. elegans
typischen schuppenférmigen
Spiculae.
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Abb. 2: Habitusbild einer R. elegans Kolonie
(nach Page und Siemensma).

Schweden) gefunden. Obwohl R. elegans nicht
im Das Leben im Wassertropfen von Streble
und Krauter (2002) beriicksichtigt ist, war die
Bestimmung aufgrund der charakteristischen
Merkmale dieser Art dann doch unproblema-
tisch.

Merkmale

In der Kolonie sind die Einzelzellen durch ro-
buste Plasmastriange untereinander verbunden,
die bei einem Durchmesser von 2-6 pm circa
30 pm lang sind. Das entspricht etwa dem
Durchmesser einer Einzelzelle (Abb. 1B). Alle
Einzelzellen der Kolonien und die Plasmabrii-
cken sind von einer Schleimhiille umgeben, in
der schuppenformige Spiculae liegen. Diese Spi-
culae sind 5-10 pm lang und erscheinen in der
Seitenansicht leicht gebogen mit stark umgebo-
genem Rand. Die Schleimhiille mit den Spicu-
lae kann sich bis zu 30 pm an den Axopodien
entlang ziehen.

Das hier abgebildete Exemplar enthielt griine
Nahrungseinschlisse sowie rotliche oder braun-
liche Granula. Rainer (1968) schreibt, dass die
so hdufig in R. elegans beobachteten griinen
Strukturen keine echten Zoochlorellen sind.
Deshalb sind auch farblose Individuen durch-
aus verbreitet. Die Zellen enthalten keine auf-
fallige kontraktile Vakuole. Stattdessen wird in
der Peripherie mancher Zellen eine grofSe, klare
Vakuole sichtbar, die nur gelegentlich kolla-
biert. Die Axopodien von R. elegans sind mit
bis zu 100 pm sehr lang. R. elegans unterschei-
det sich von der ebenfalls Kolonie bildenden
Form R. viridis durch die langen Plasma-
strange. In den R. viridis Kolonien liegen die
Individuen dicht aneinander gedriangt. R. capi-
tata, die ebenfalls Kolonien bilden kann, hat im
Vergleich zu R. elegans lingere, schuppenfor-
mige Spiculae in ihrer Schleimhiille.

Kolonien

Die R. elegans Kolonien haben in der Regel
eine unregelmifSige Form, und ihre GrofSe vari-
iert naturlich mit der Anzahl der Individuen in
der Kolonie (Abb. 2). Die hier beschriebene
Kolonie (& ca. 200 pm) fiel durch ihre Regel-
mafigkeit auf, die in Abbildung 1A durchaus
erkennbar wird, obwohl bei der Aufnahme nur

- sechs der 12 Individuen in der Fokusebene lie-

gen.
Bereits Leidy (1879) beschrieb, dass die Plas-
mastrange dynamisch ihre Linge und ihren
Durchmesser andern konnen, dass sie sich vom
Nachbarindividuum lésen und neu ausbilden
konnen. Abbildung 1B zeigt in den Plasma-
stringen partikuldre Strukturen unterschied-
licher GrofSe. Bei genauer Beobachtung leben-
der Kolonien erkennt man, dass diese Partikel
in beide Richtungen durch die Plasmastringe
von Zelle zu Zelle transportiert werden.

Es blieb bis in die jiingste Vergangenheit (Rai-
ner, 1968) unklar, ob Solitirindividuen und
Kolonien wirklich zu ein und derselben Art ge-
horen, weil sich die Struktur der Sklerite (Spi-
culae) in der Schleimhiille beider Formen ge-
ringfiigig voneinander unterscheiden. Rainer
(1968) konnte jedoch beobachten, dass sich
R. elegans Kolonien auf Objekttragern in der
feuchten Kammer nach drei Tagen in Einzel-
individuen auflosten. Die typischen Kolonie-
sklerite wurden bei diesen Einzelindividuen
dann durch so genannte Solititsklerite ersetzt.
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Féarbung von Pilzsporen

Die Sporen und Konidien der meisten Pilze ha-
ben eine dicke und widerstandsfihige Sporen-
wand, welche die Anfirbung mit Fluoreszenz-
farben fur die Beobachtung im Epifluoreszenz-
mikroskop behindert. Die resistenten Zell-
winde der Verbreitungseinheiten der Pilze
schiitzen die Protoplasten gegen dufere (physi-
kalische, chemische und biologische) Einfliisse.
Gleichzeitig wird aber der Influx von Fluores-
zenzfarbstoffen und die Emission der Fluores-
zenz verhindert. Zur Verbesserung der Firb-
barkeit von Konidien-Suspensionen (in auf ein
Viertel verdiinnter Ringer-Losung unter Zusatz
von 0,01% Antifoam A und 0,02% Tween 80)
von Aspergillus fumigatus und Penicillum bre-
vicompactum mit sechs verschiedenen Fluo-
reszenzfarbstoffen  (DAPL, Propidiumjodid,
SYBR Green I, Fluorescent Brightener 28, Au-
ramine O, Nil-Rot) wurden zwei neue Metho-
den entwickelt.

Methode 1: Zunichst wird die Sporensuspen-
sion einige Male mit der Spritze aufgesogen,
um die Konidien-Ketten zu brechen. Die Kon-
zentration sollte dann im Bereich zwischen 107
und 10° Konidien pro Milliliter liegen. Sodann
wird der Suspension 1 oder 5% einer kommer-
ziellen 15%igen Natriumhypochlorid-Losung
zugegeben. Diese Suspension wird fiinf Minu-
ten lang bei Zimmertemperatur inkubiert. Da
aber Natriumhypochlorid die meisten Fluores-
zenzfarbstoffe ineffizient macht, muss die Sus-
pension zweimal gewaschen und bei 8000 UpM
10 Minuten lang zentrifugiert werden. Man

muss dann berticksichtigen, dass die Waschpro-
zedur zu einem gewissen Verlust der grofSen
Konidien fiihren kann. Sodann werden die
Konidien in Ringer-Losung (Endkonzentration
10¢ ml) suspendiert und sind fiir die Beobach-
tung im Epifluoreszenzmikroskop bereit. Zur
Beobachtung dienen 20 pl der Suspension. Je
Farbstoff wurden 1500 Konidien ausgezahlt.

In einer 2. Methode wird die ungefarbte Koni-
diensuspension in einem Mikrowellen-Ofen
(z.B. Haushaltsmodell Panasonic NN-K257-W,
400 W, 2450 MHz) 30 Sekunden lang bestrahlt.
Danach werden die Proben mit den sechs ver-
schiedenen Farbstoffen inkubiert.

Die Anfirbung war nach einer Behandlung mit
5%iger Natriumhypochlorid-Losung besser als
nach Behandlung mit 1%iger Losung. Die
beste Anfirbung ergab Auramine O (99,6%
gefirbte Konidien fur A. fumigatus; 99,8%
fir P. brevicompactum). Die Erfolge nach der
Mikrowellen-Behandlung waren nicht fur alle
Farbstoffe gleich gut. Die Mikrowellenbehand-
lung war aber stets besser als die 1%ige Hypo-
chlorid-Behandlung.

Literaturhinweis
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Monochromatische Achsenbilder

Hinrich Husemann

Die bei doppelbrechenden Objekten zwischen gekreuzten Polarisationsfiltern im
mikroskopischen Bild sichtbaren optischen Effekte sind den meisten Mikroskopikern
bekannt; weniger dagegen die zugehorigen Interferenzfiguren in den hinteren Brenn-
ebenen der Objektive. Sie werden auch als Achsenbilder bezeichnet und hier fiir
monochromatische Beleuchtung anhand einiger Beispiele erldutert. Die Polarisations-
mikroskopie nutzt sie zur Kristall- und Stoffanalyse. In diesem Rahmen lassen sich nur
einige Grundprinzipien kurz erldutern. Beziiglich der ausfihrlicheren Theorie und der
analytischen Anwendungen muss auf die Literatur verwiesen werden.

ransparente Korper heiffen optisch iso-
- trop, wenn in ihnen die Geschwindigkeit
' des Lichtes richtungsunabhingig ist und
alle Schwingungsebenen moglich und gleich-
wertig sind. Hierzu zihlen die Gase, ruhende
Fliissigkeiten, spannungsfreie Gliser und die
Kristalle des kubischen Systems. Letztere stel-
len die hochste Symmetrieklasse der Kristalle
dar; ein typischer Vertreter ist Natriumchlorid
NaCl (Kochsalz). Zur optischen Beschreibung
geniigt lediglich ein — allerdings wellenlangen-
und temperaturabhingiger — Brechungsindex.
Wohl wegen dieser Einfachheit betrachten wir
das als normal.
Die meisten Stoffe sind im festen Zustand — so-
weit transparent — dagegen optisch anisotrop;
sie zeigen so genannte Doppelbrechung. Eintre-
tendes Licht wird zerlegt in zwei zueinander
senkrecht polarisierte Wellenziige mit durch die
innere Struktur der Korper vorgegebener
Schwingungsrichtung. Sie breiten sich mit
unterschiedlicher und dazu noch richtungsab-
hiangiger Geschwindigkeit aus und konnen
auch unterschiedlich stark absorbiert werden
(auf Letzterem beruht die Wirkung der Polari-
sationsfilter). Zur Beschreibung des optischen
Verhaltens sind bei den doppelbrechenden Sub-
stanzen nicht nur zwei Brechungsindices, son-
dern auch deren Richtungsabhingigkeit bezo-
gen auf die optischen Kristallachsen sowie der
Winkel zwischen letzteren — der so genannte
Achsenwinkel 2V — erforderlich.
Anmerkung: Licht wird an sich nur eindeutig
charakterisiert durch seine Frequenz f, denn die
Lichtgeschwindigkeit v und damit auch die
zugehorige Wellenldnge A hiangen vom jeweili-
gen Ausbreitungsmedium ab. Es gilt allgemein

Mikrokosmos 95, Heft 3, 2006
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v = f - A Da Lingen offenbar anschaulicher
sind als Frequenzen, gibt man aber meist die
zugehorige Vakuumwellenldnge Ay = c/f an.
Diese ist eindeutig, da ¢ — die Lichtgeschwin-
digkeit im Vakuum - eine Naturkonstante ist.
Fiir den Brechungsindex gilt n = c/v = A /A.
Verschiedene  Ausbreitungsgeschwindigkeiten
bedeuten bei gleicher Frequenz beziehungs-
weise Vakuumwellenlinge also unterschiedli-
che Brechungsindices beziehungsweise Wellen-
langen.

Optisch anisotrop verhalten sich die Kristalle al-
ler Klassen niedrigerer Symmetrie als die kubi-
sche und damit die iberwiegende Mehrheit aller
kristallinen Stoffe. Hier muss man aufSerdem
noch unterscheiden zwischen so genannten ein-
achsigen und zweiachsigen Kristallen. Zu erste-
ren zahlen die Vertreter der hexagonalen, trigo-
nalen und tetragonalen, zu letzteren die in der
Symmetrie noch niedrigeren orthorhombischen,
mono- und triklinen Kristallklassen. Zusitzlich
kann in manchen Fillen noch optische Aktivitit
(= Drehung der Schwingungsebene des polari-
sierten Lichtes) auftreten. Aber auch Stoffe, die
rein auflerlich nicht als kristallin erscheinen, de-
ren submikroskopische Bausteine aber eine
quasi-kristalline Ordnung (z.B. eine iiberwie-
gende Orientierung in einer Richtung) haben,
zeigen Doppelbrechung. Hierzu gehoren unter
anderem viele Fasern und auch Folien aus Poly-
meren, die bei der Herstellung gestreckt wurden
(das ldsst sich z.B. an Klarsichtfolien nachpri-
fen), konzentrierte Losungen von Tensiden, de-
ren Molekiile iberwiegend in weitgehend geord-
net gepackten Aggregaten von Micellen vorlie-
gen; aufSerdem noch Gliser unter mechanischer
Spannung (Spannungs-Doppelbrechung).
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Untersuchungsmethoden

Das AusmafS der Doppelbrechung — der Unter-
schied in den Brechungsindices — und die Ach-
senwinkel lassen sich mit den Messmethoden
der Polarisationsmikroskopie erfassen. Da diese
Werte stoffspezifisch sind, wird ihre Bestim-
mung in Mineralogie und Geologie zur Identifi-
zierung kristalliner Stoffe, zum Beispiel von
Mineralien, Bestandteilen von Erzen, Boden-
proben und Keramiken, also zur Stoffanalyse,
herangezogen.

Dieses geschieht zumeist anhand so genannter
Dunnschliff-Praparate, also plan geschliffenen
Proben von im Allgemeinen 20-30 pm Dicke,
die in einem geeigneten Einschlussmittel auf ei-
nem Objekttrager aufgebracht und mit einem
Deckglas eingedeckt sind. Thre Herstellung
wird in der Literatur ausfiihrlich beschrieben.
Man untersucht sie mit zwei sich erganzenden
Methoden, der Orthoskopie und der Kono-
skopie. Bei beiden befindet sich das Praparat —
positioniert auf einem um die optische Achse
des Mikroskops drehbaren Objekttisch -
zwischen gekreuzten Polarisationsfiltern, dem
Polarisator (unterhalb des Kondensors, im
Gesichtsfeld des Okulars im Allgemeinen Ost-
West-orientiert, x-Achse) und dem Analysator
(oberhalb des Objektivs, Nord-Stuid-orientiert,
y-Achse).

Orthoskopisch betrachtet man das Objekt bei
moglichst geringer Beleuchtungsapertur (also
eng gestellte Kondensorblende, quasi ,,gerade
Beleuchtung) konventionell durch das Okular

(direkter Strahlengang). Durch Einschub so ge-
nannter Hilfsobjekte oder Kompensatoren wie
A-Plittchen (Rot I. Ordnung) und anderen in
den Strahlengang, kann man bei Kenntnis der
Dicke des Praparates aus den dabei beobacht-
baren Farbianderungen niaherungsweise quanti-
tativ auf die Starke der Doppelbrechung der
untersuchten Kristalle schliefSen.

Konoskopisch betrachtet man die hintere
Brennebene des Objektivs (,indirekter® Strah-
lengang). Dazu muss die diese begrenzende
Aperturblende voll ausgeleuchtet, das heifdt die
Kondensorblende entsprechend weit geoffnet
sein. Die dort sichtbaren Interferenzmuster sind
die hier interessierenden Achsenbilder. Man be-
obachtet sie bei herausgenommenem Okular.
Durch einen Diopter sicht man sie relativ klein,
aber hell und scharf. In einem - fiir das Auge
meist bequemeren — Hilfsmikroskop erscheinen
sie grofler, aber meist auch etwas weicher.
Durch weiteres Abblenden von dessen Front-
linse erscheinen sie schirfer, aber auch licht-
schwiicher. Bei reguldaren Polarisationsmikros-
kopen kann man stattdessen eine so genannte
Bertrand-Linse zwischen Objektiv und Okular
einschalten und durch eine variable Blende das
Bild des zu untersuchenden Objektes von seiner
Umgebung separieren.

Einige theoretische Betrachtungen

Die Polarisationsmikroskopie und die relevan-
ten Bereiche der Kristallphysik sind ein recht

a

Abb. 1: Zur Entstehung von
Interferenzfarben durch Auslo-
schung bestimmter Wellenlén-
gen. « Strahlwinkel zur opti-
schen Achse des Mikroskops;

d Dicke der doppelbrechenden
Schicht; n’, n” Bezeichnung und
Brechzahlen der polarisierten
Teilwellen; \’, \” zugehérige
Wellenléngen; O optische Achse
des Mikroskops; P, A Schwin-
gungsrichtungen von Polarisator
beziehungsweise Analysator;

s geometrische Wegldnge des
Strahls.
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komplexes Wissensgebiet. Hier kénnen nur ei-
nige grundlegende, zwangslaufig etwas verein-
fachende Erlauterungen versucht werden. The-
orie und praktische Anwendungen werden zum
Beispiel behandelt bei Miiller (1993), Puhan
(1994) und Rinne-Berek (1973).

Die bei doppelbrechenden Substanzen im pola-
risierten weifSen Licht durch den Analysator
sichtbaren Farbeffekte beruhen darauf, dass
aus dem kontinuierlichen sichtbaren Spektrum
jeweils bestimmte separate Wellenlingen und
deren benachbarte Bereiche durch Interferenz
geloscht beziehungsweise geschwicht werden.
Das verbleibende Spektrum empfinden wir vi-
suell als farblich komplementar zu deren Spek-
tralfarben.

Abbildung 1 versucht diese fiir unsere Betrach-
tungen besonders interessierende Ausloschung
zu erldutern. Beim Eintritt in eine doppelbre-
chende Schicht wird das vom Polarisator mit
der Schwingungsebene P kommende polari-
sierte Licht aufgespalten in zwei senkrecht zu-
einander polarisierte Wellenziige, das heifSt
seine Amplitude wird vektoriell verteilt auf
diese beiden — vom jeweiligen Kristall vorgege-
benen — Schwingungsrichtungen. Letztere sind
hier im Gegensatz zur tiblichen Nomenklatur
einfach auch mit den zugehorigen Brechungsin-
dices n” und n” bezeichnet; A’ und A” sind die
entsprechenden Wellenldngen. Da die Licht-
geschwindigkeiten und damit die Brechungsin-
dices und Wellenlingen dort jeweils verschie-
den sind, resultiert beim Austritt aus der
Schicht in Abhingigkeit von der zurtickgeleg-
ten geometrischen Weglinge s ein so genannter
Gangunterschied T' zwischen beiden Wellen-
ziigen. Einer der beiden eilt dem anderen
voraus. Betragt T' ein ganzzahliges Vielfaches
der zugehorigen (Vakuum-) Wellenlange, also
'=m:- Ay, mit m =1, 2, 3... als Ordnung,
haben beide Amplituden wieder die gleiche
Orientierung wie nach dem Eintritt. Das trifft
aber bei gegebener geometrischer Wegstrecke s
jeweils nur fiir bestimmte Wellenldngen zu. In
Abbildung 1a gilt fur die Welle mit dem Bre-
chungsindex n’” gerade s = 4\, fur die dazu
senkrecht polarisierte mit n” gerade s = 31"
Das Vektordiagramm in Abbildung 1b zeigt:
Die dann in die Schwingungsebene A des nach-
geschalteten Analysators fallenden Amplitu-
denkomponenten der beiden ausgetretenen
Wellenztige sind — unabhingig vom jeweiligen
Winkel zwischen den Richtungen P und n” be-
ziehungsweise n” — vom Betrag her stets gleich.

Sie schwingen aber im Gegentakt und 16schen
einander deshalb bei Uberlagerung, also durch
Interferenz, aus.

Das lisst sich praktisch einfach zeigen an dem
bekannten Hilfsobjekt A, auch Rot 1. Ordnung
genannt. Richtig orientiert im orthoskopischen
Strahlengang zwischen Polarisator und ge-
kreuztem Analysator, bewirkt es die bekannte
rote Farbung. Mit einem kleinen Handspek-
troskop sieht man durch das Okular das ganze
sichtbare Spektrum bis auf einen engeren,
dunklen Streifen im Griinen. Dessen Schwer-
punktswellenlinge (Ay = 551 nm) wird ausge-
16scht und ihre nihere Umgebung geschwicht.
Die beobachtete Komplementirfarbe Rot ist
also keine Spektral-, sondern eine so genannte
Interferenzfarbe.

Mit grofler werdender Wegliange s, das heifst
zunehmender Dicke des Priaparates, wird die
Bedingung m = 1, 2, 3... durch eine wachsende
Zahl von Wellenlangen erfullt. Im Spektroskop
zeigen sich immer mehr dunkle Linien tiber das
ganze Spektrum verteilt. Die empfundene Far-
bung erscheint immer blasser und geht schliefs-
lich in Weif§ iiber (so genanntes Weif$ hoherer
Ordnung). Die analytische Anwendung stiitzt
sich aber auf gute Erkennbarkeit der Interfe-
renzfarben. Das ist der Grund fiir die Wahl der
oben erwihnten Dunnschliffe.

Wie aus Abbildung 1c zu ersehen, hiangt bei ge-
gebener Dicke d des doppelbrechenden Mikro-
praparates der darin zurtickgelegte Weg s vom
Neigungswinkel o ab, den der jeweilige Strahl
mit der optischen Achse O des Mikroskops ein-
schliet. Mit o dndert sich deshalb auch die
Wellenlange des durch Interferenz geloschten
Lichtes. Bei konoskopischer Beobachtung — das
heifst bei Beleuchtung in allen Richtungen
innerhalb der Numerischen Apertur — resultie-
ren deshalb bei weiffem Licht im Achsenbild
periodische Abfolgen von Linien in den Interfe-
renzfarben. Letztere und die Reihenfolge ihres
Auftretens kann man der bekannten Farbtafel
von Michel-Levy entnehmen. Da sich diese so
genannten Isochromaten mehr in der Farbe,
weniger in der Helligkeit unterscheiden, lassen
sie sich mittels Schwarz-WeifS-Fotografie, wie
hier fir den Druck notwendig, nicht so gut dar-
stellen.

Beleuchtet man dagegen, wie hier geschehen,
mit (ndherungsweise) monochromatischem
Licht, erhilt man nur einen Wechsel von nicht
ganz scharfen hellen (konstruktive Interferenz)
einfarbigen und dunklen (destruktive Inter-
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ferenz, Ausloschung) Linien. Es sind Kurven
gleichen Gangunterschiedes bei der betreffen-
den Wellenldnge. Thre Zahl und Dichte nimmt,
wie man mit Filtern bekannter Durchlass-
wellenldnge zeigen kann, mit zunehmender
Wellenldnge — also von violett nach rot — ab.
Zusammenfassend ergibt sich fir den Gang-
unterschied T" (Ableitung siehe Anhang):

I'=s(n”-n’)=(d/cosa) - (n"-n")=m - Ay

I ist also die Differenz der fur die beiden Wel-
lenziige wirksamen optischen Weglingen und
wird im Allgemeinen wie die Wellenlangen in
der Einheit nm angegeben. n” — n” ist das Aus-
maf§ der Doppelbrechung (in der jeweiligen
Ausbreitungsrichtung), d die Dicke der doppel-
brechenden Schicht, oo der Winkel der jeweili-
gen Strahlrichtung zur optischen Achse O des
Mikroskops, Ay die jeweilige Vakuumwellen-
linge des Lichtes. Fir m = 1, 2, 3... ergeben
sich, wie oben beschrieben, durch Ausloschung
die dunklen; fir m = 1/2, 3/2, 5/2... die hellen
Linien. Gangunterschiede aufeinander folgen-
der Schichten konnen sich addieren, aber auch
kompensieren; davon wird in der messenden
Polarisationsmikroskopie mit der Anwendung
so genannter Hilfsobjekte und Komparatoren
Gebrauch gemacht. AufSerdem treten sowohl in
weiflem als auch in monochromatischem Licht
sich zum Bildrand verbreiternde schattenartige
Streifen, die so genannten (Haupt-) Isogyren,
auf. Sie zeigen an, wo die vom doppelbrechen-
den Korper zugelassenen Schwingungsebenen
senkrecht auf den Durchlassebenen von Polari-
sator oder Analysator stehen. Hier wird das
aus dem Polarisator kommende Licht gar nicht
erst in die doppelbrechende Schicht eingelas-
sen, dort sperrt der Analysator das aus letzterer
austretende Licht.

Die Isogyren entspringen sozusagen in den —
ebenfalls dunklen — Durchstofs-Punkten der op-
tischen Achsen der doppelbrechenden Systeme.
Diese liegen bei einachsigen Kristallen in der
Mitte des Isogyrenkreuzes, bei zweiachsigen in
den ,,Augen® des Achsenbildes. In den opti-
schen Achsen sind die beiden Brechungsindices
gleich. Aus ihrer Lage im Achsenbild lasst sich
bei zweiachsigen Kristallen der Achsenwinkel
2V bestimmen.

Anmerkung: Jeder Punkt in der hinteren Brenn-
ebene des Objektivs ldsst sich als Brennpunkt
eines von vorn eintretenden Parallelbiindels
verstehen. Er steht damit fur dessen Richtung
beziehungsweise Numerische Apertur (n - sina,

a b c

Abb. 2: Monochromatische Achsenbilder von
Kristallen (schematisch). A einachsig, Schnitt senk-
recht zur optischen Achse; b und ¢ zweiachsig,
Schnitte senkrecht zur Halbierenden des Achsen-
winkels; b Normalstellung; ¢ Diagonalstellung;
diinne Linien sind Linien gleichen Gangunter-
schieds; breite schwarze Streifen sind (Haupt-)
Isogyren.

mit o als Winkel zwischen Parallelbiindel und
optischer Achse des Mikroskops). Punkte in
der hinteren Brennebene stellen also Richtun-
gen dar! Man kann ihnen Numerische Apertu-
ren zuordnen. Sie ergeben sich aus NA(i) =
a(i)/R, wobei a(i) der Abstand des betreffenden
Punktes i zur optischen Achse und R der Ra-
dius der Aperturblende — die Begrenzung der
hinteren Brennebene — ist (vergleiche hierzu
auch Husemann, 2005).

Die Abbildung 2 zeigt zur allgemeinen Uber-
sicht typisierte Schemata monochromatischer
Achsenbilder ein- und zweiachsiger Kristalle,
die allerdings eine spezielle Lage und Orientie-
rung letzterer im Strahlengang zur Vorausset-
zung haben.

Monochromatische Achsenbilder

Fiir die reale Darstellung kontrastreicher und —
was vom wissenschaftlichen Standpunkt nattir-
lich weniger von Bedeutung ist — visuell ein-
drucksvoller monochromatischer Achsenbilder
mit vielen Linien gleichen Gangunterschiedes
eignen sich statt der Diinnschliffe meist besser
Streupriparate aus nicht zu kleinen Kristallen.
Letztere sollten nicht viel kleiner sein als das
Gesichtsfeld des jeweils verwendeten Objek-
tivs. Eingebettet wurden sie fir die hier dar-
gestellten Bilder meist in Kanadabalsam (ktinst-
lich) oder in Glycerin. Die Zahl der beobachtba-
ren Linien gleichen Gangunterschiedes wichst
bei gleich starker Doppelbrechung mit zuneh-
mender Dicke der Kristalle (wirksame Weg-
linge s) sowie zunehmendem Winkelbereich o
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Abb. 3-6: Monochromatische Achsenbilder. Diinnere Linien sind Linien gleichen Gangunterschieds;
nach auBen sich verbreiternde kreuzfdrmige Schatten sind so genannte (Haupt-) Isogyren. — Abb. 3-5:
NaNO;, einachsig. — Abb. 3: Schnitt nahezu senkrecht zur optischen Kristallachse. — Abb. 4 und 5:
Kristallachse stirker gegen die Mikroskopachse geneigt. — Abb. 6: Monochromatisches Achsenbild von
KNO,, zweiachsig. Das Isogyrenkreuz ist gedffnet, nur kleiner Achsenwinkel 2V.

und damit der Numerischen Apertur NA des
verwendeten Objektivs. Die hier dargestellten
Bilder wurden mit Objektiven Neofluar 25/0,60,
Achromat 40/0,85 und Planapochromat 40/1,0
Ol unter Verwendung eines Interferenzfilters
546 nm (grun) gemacht. Die oben skizzierten
Standardbilder findet man bei realen Streupra-
paraten in dieser idealisierten Form nur selten,
weil dazu die betreffenden Kristalle auch ent-
sprechend orientiert liegen miissen. Das ist im
Allgemeinen nur an wenigen Stellen (meist
auch nur ndherungsweise) gegeben. Oft legen
sich aufSerdem viele Kristalle — bedingt durch
ihren jeweiligen Habitus — auf eine bevorzugte
Seite, was die Ausbeute zusitzlich verringern
kann. Fir anspruchsvolle Untersuchungen gibt
es deshalb apparativ und finanziell aufwandige
mehrachsige Universal-Drehtische (U-Tische),
die eine exakte passende Positionierung der
Kristalle ermoglichen.

Die Abbildungen 3, 4 und $ zeigen als Beispiel
fur Achsenbilder einachsiger Kristalle solche
von Natriumnitrat NaNOj;. Abbildung 3 ist na-
hezu senkrecht zur Kristallachse — ihr Durch-
stof$-Punkt ist das Zentrum des Isogyren-Kreu-
zes — geschnitten. In Abbildung 3 und 4 ist
diese starker gegen die optische Achse des
Mikroskops geneigt (Punkte im Achsenbild
stellen ja Richtungen dar). Beim Drehen des
Tisches bleiben die Isogyrenkreuze erhalten; sie
wandern lediglich auf einer entsprechenden
Kreisbahn im Bild mit.

Anders verhalt es sich bei Kaliumnitrat KNO,
(Kalisalpeter) (Abb. 6, Achsenbild). Trotz na-
her chemischer Verwandtschaft ist dieses zwei-
achsig. Das Isogyrenkreuz ist in der gegebenen

Stellung erkennbar geoffnet, wenn auch der
Abstand zwischen den beiden Achsenpunkten
und damit der Achsenwinkel 2V noch sehr
klein sind.

Ein leicht zu beschaffendes Beispiel fiir zwei-
achsige Kristalle ist die Saccharose (Haushalts-
zucker) in Form von Raffinade feiner Kornung
(Abb. 7, Ubersichtsbild in polarisiertem Licht).
Die Kristalle haben eine Dicke von etwa 0,2—
0,5 mm, circa das zehn- bis zwanzigfache eines
Dunnschliffs. Sie zeigen deshalb beim Drehen
in Hellstellung kaum noch Interferenzfarben
(eher an keilformigen Randern), sondern mehr

Abb. 7: Saccharose-Kristalle zwischen gekreuzten
Polfiltern.
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Abb. 8-11: Monochromatische Achsenbilder von Saccharose. — Abb. 8: Normalstellung. - Abb. 9: Off-
nung des isogyrenkreuzes beim Drehen des Tisches. — Abb. 10: Diagonalstellung. — Abb. 11: Schnitt

senkrecht zu einer optischen Kristallachse.

Weifs hoherer Ordnung. Die Abbildungen 8, 9
und 10 zeigen an solchen Kristallen in guter
Niherung die so genannte Normalstellung und
ihren Ubergang in die so genannte Diagonal-
stellung beim Drehen des Objekttisches. Hier-
bei offnet sich das Isogyrenkreuz. Aus Vermes-
sung dieser Bilder — Abstand der beiden Ach-
senpole und Durchmesser der Aperturblende —
lasst sich (siche Anhang II) bei Kenntnis der
Numerischen Apertur des verwendeten Ob-
jektivs (hier NA = 1,0) und des (mittleren)
Brechungsindex von Saccharose (angenommen
n = 1,6) deren Achsenwinkel 2V ermitteln.
Abbildung 11 zeigt einen Schnitt etwa senk-
recht zu einer der beiden optischen Achsen des
Saccharose-Kristalls. Die zugehorige Kristall-
lage war bei den benutzten Streupraparaten be-
vorzugt anzutreffen.

Die Abbildungen 12 bis 14 lassen am jeweils
gleichen Objekt den Einfluss der Numerischen
Apertur des Objektivs (und damit des oben er-
wihnten Bereiches des Winkels o) auf den Aus-
schnitt des Achsenbildes erkennen. Die Abbil-
dungen 15 und 16 — ebenfalls wieder bei sonst
gleicher Einstellung — zeigen den Einfluss der
Wellenlinge auf Zahl und Abstand der Linien
gleichen Gangunterschiedes (bei 486 nm sind

Abb. 12-14: Einfluss
der Numerischen
Apertur des Objektivs
auf den Bildausschnitt
bei gleichem Obijekt. -
Abb. 12: NA = 0,60. -
Abb. 13: NA =0,85. -
Abb. 14: NA = 1,00.

zehn, bei 656 nm acht Linien sichtbar). Hierfiir
standen Interferenzfilter mit entsprechender
Wellenlange zur Verfugung.

Fazit

Mehr die phinomenologische Erscheinung der
Achsenbilder, weniger eine Anwendung in der
wissenschaftlichen und technischen Polarisa-
tions-Mikroskopie, stand im Vordergrund die-
ser Betrachtung. Dort kann man unter anderem
aus ihnen erkennen, ob untersuchte Kristalle
ein- oder zweiachsig sind, deren Achsenwinkel
2V bestimmen und so zu ihrer Identifizierung
beitragen. Hier ging es mehr darum, anhand
einfach herstellbarer Streupriparate leicht zu
beschaffender kristalliner Stoffe in weifSem, ins-
besondere aber monochromatischem Licht die
Achsenbilder von Kristallen und anderen dop-
pelbrechenden Kérpern zu studieren und zu
fotografieren.

Bei Beleuchtung mit weiffem Licht sind die
Achsenbilder oft eindrucksvoll farbig. Thre Be-
trachtung sollte man deshalb nicht auslassen,
zumal die Beurteilung der Farben (Anwendung
der Farbtafel nach Michel-Levy) ja Grundlage
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Abb. 15 und 16: Einfluss der Wellenlénge des
Lichtes auf die Dichte der Linien gleichen Gang-
unterschiedes. — Abb. 15: A\, = 486 nm (blau). -
Abb. 16: \, = 656 nm (rof).

fir praktische Messungen ist. Die Zahl der
deutlich sichtbaren Isochromaten ist aber meist
begrenzt, weil mit zunehmender Ordnung m
des Gangunterschiedes VerweifSlichung eintritt.
Die hier fiir den Druck notwendige Schwarz-
Weifs-Fotografie liefert leider nur wenig
kontrastreiche Bilder und wurde deshalb unter-
lassen. Anders in monochromatischem Licht,
wo am gleichen Objekt sehr viel mehr Linien
gleichen Gangunterschiedes — bis zum Rand
der Aperturblende - kontrastreich sichtbar

sind. Mit Objektiven hoherer Numerischer.

Apertur ergeben sich bei nicht zu kleinen Kris-
tallen beziehungsweise zu dinnen Schichten
und gentigend starker Doppelbrechung oft —
jedenfalls aus Sicht des Verfassers — optisch
sehr eindrucksvolle Achsenbilder. Dieser mehr
asthetische Aspekt ist vom wissenschaftlichen
Standpunkt gesehen naturlich nicht sonderlich
von Bedeutung, konnte aber vielleicht dazu
verleiten, sich einmal diesem weniger bekann-
ten Gebiet der Mikroskopie zu nahern.

Anhang

I. Zur Herleitung der Formel fur den Gangunter-
schied I':
Dazu sei auf Abbildung la verwiesen. Fiir den
Wegunterschied bei Ausloschung gilt dort speziell
s=4) =31 und damit /A —=s/N" =4 -3 =1;
allgemein s/AX = s/A” = m, mit m = 1, 2, 3... bei
Ausloschung. Da allgemein gilt A = A /n, ergibt
sich nach Einsetzen und Umformen (s/Ay ) (n” —n”)
=m. Mit " = A, - m folgt T = s(n” — n”), die Diffe-
renz der optischen Weglingen.

II. Zur ndherungsweisen Bestimmung des Achsen-

winkels 2V von Saccharose aus den Abbildungen
8-10: Die Stellungen werden der Einfachheit

halber als ideal angenommen. Abstand der Pole =
2a; Aperturblendendurchmesser = 2R; Objektiv-
Apertur NA = 1,0. Vermessung mit einfachem
Lineal: a(i)/R = 0,63 (Mittelwert). Damit NA(i) =
(a(i)/R) - NA(Objektiv) = 0,63 - 1,0 = 0,63 =
n - sinV. Mit n = 1,6 (grober Schitzwert) fiir Sac-
charose ergibt sich: sin V = 0,63/1,6 = 0,394 und
damit als Achsenwinkel 2V = 2 - 23,2° = 46,4°.
Der genaue Wert ist dem Verfasser leider nicht be-
kannt.
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Konkurrenz fir Deckglas & Co. -
Neuve Methoden der Kombination von Zellkultur
und Mikroskopie

Elias Horn

Das klassische Deckglas und der Objekttréger dominieren seit langer Zeit die mikro-
skopischen Untersuchungen. Heute gibt es dank neuer Entwicklungen Alternativen,
die viele Experimente in der biomedizinischen Forschung erleichtern und vereinfachen.

o ie Methoden der Kultivierung von Zellen
in einer Zellkultur sind seit vielen Jahr-
= zehnten bekannt und nahezu unverin-
dert geblieben. Dennoch haben sich die Ansprii-
che in den vergangenen Jahren dank neuer Tech-
niken stark gewandelt. Hoch auflésende Fluo-
reszenzmethoden, wie konfokale Mikroskopie,
Fluoreszenz In Situ Hybridisierung (FISH),
2-Photonen Anregung und Fluoreszenz-Korrela-
tions-Spektroskopie sind nur einige der heute
weit verbreiteten Techniken der Zellbiologie
und Mikroskopie. Besonders die Herstellung,
Lokalisierung und Analyse von fluoreszierenden
Proteinen ist seit der Entdeckung und Nutzung
des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) in den
letzten zehn Jahren zu einem unentbehrlichen
Instrument der Proteinchemie und Zellbiologie
geworden (Chalfie et al., 1994).

Kunststoffe als Mikroskopietréger

Dieser Entwicklung stehen die mikroskopi-
schen Trager, auf denen die Untersuchungen

durchgefithrt werden, noch nach. Der klassi-
sche Objekttrager und das Deckglas sind nicht
in der Lage, die stark gestiegenen Bediirfnisse
des Live Cell Imaging zu erfiillen. Multi-Well-
platten aus Kunststoff stellen brauchbare Alter-
nativen dar, sind jedoch nicht fiir hoch auf-
losende Mikroskopie geeignet.

Nach der Entwicklung geeigneter Kunststoffe
wurde es moglich, Zellkulturflaschen und Pe-
trischalen aus Kunststoff in groffen Mengen
herzustellen. Diese Einwegartikel sind bereits
aus dem modernen Labor nicht mehr wegzu-
denken. Nun ist diese Entwicklung auch im Be-
reich Mikroskopietriger gelungen. Hier sind
die Anforderungen an das Material noch gro-
Ber. Der verwendete Kunststoff muss gasdurch-
ldssig, biokompatibel und vor allem optisch
hochwertig sein. Gleichzeitig soll er in einer
Form vorliegen, welche Handhabung und An-
wendung unterstiitzt.

Das in Abbildumg 1 dargestellte p-Slide T ist
eines der neuen Kultivierungssysteme aus der
p-Slide Familie der Firma ibidi. Mit diesen Pro-
dukten ist es moglich, Zellen einer Zellkultur

Kunststofftrager

5mm

Zell-Medium

¢ I 0,4 mm
TNY A e s oo e

/

Folie mit
Deckglas-
eigenschaften

Zellen
Objektiv @

Abb. 1: Zellkulturtrager p-Slide I nach dem Befiillen mit Medium und Zellen.— Abb. 2: Querschnitt
durch das Zellkultivierungssystem p-Slide 1.
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zu kultivieren und parallel mit einem, in der
Zellbiologie iiblichen, inversen Mikroskop in
der gleichen Umgebung hoch aufgelost zu be-
obachten.

Der Aufbau dieses Trigers vereint die gestellten
Anforderungen. Ein 400 pm hoher und 5§ mm
breiter Kanal ist durch zwei Reservoire verbun-
den. Der Kanal ist in einen Kunststofftriager mit
standardmikroskopischen MafSen eingebettet.
Den Aufbau und die Funktionsweise beschreibt
Abbildung 2 in einem Querschnitt durch den Ka-
nal. Nachdem eine Zellsuspension eingefullt ist,
adhirieren die Zellen auf der Oberfliche und
konnen tber lange Zeitraume kultiviert, mani-
puliert und mikroskopisch analysiert werden.
Die deckglaskonforme Folie auf der Unterseite
ist auf die Verwendung inverser Mikroskope
optimiert. Die hohe Transparenz sowohl im
sichtbaren Bereich als auch im UV beziehungs-
weise IR, die fehlende Autofluoreszenz und die
geringe Doppelbrechung zeichnen den Spezial-
kunststoff aus.

Vorteile des Mikroskoptrégers

Die Kanalstruktur des Systems hat viele opti-
sche und anwendungsrelevante Vorteile: Durch
die definierten Lichtwege und den Wegfall von
Menisken der Fliissigkeit an einer Grenzfliche

Abb. 3: Aus 16 Einzelbildern zusammengesetztes Ubersichtsbild humaner Endothelzellen (HUVEC) im
Phasenkontrast. Zu sehen ist die gesamte Kanalbreite (5 mm) des p-Slide I. Objektiv Zeiss A-Plan 5x
0.12 PhO. MaBstabsbalken = 500 pm.

Wasser/Luft, ist zum Beispiel Phasenkontrast
iiber die gesamte Kanalfliche moglich (Abb. 3).
Nach oben offene GefifSe lassen dies in den
Randbereichen nicht zu, da durch das Hochzie-
hen der Fliissigkeit am GefafSrand unterschied-
liche Phasendifferenzen erzeugt werden, die das
mikroskopische Bild negativ beeinflussen. Zu-
sitzlich wird der Phasenkontrast in gewohn-
lichen Zellkulturflaschen oft durch Kondens-
wasser gestort, welches sich sehr schnell an der
Oberfliche im Inneren bildet, wenn die Flasche
aus dem 37 °C warmen Brutschrank genom-
men wird. Dieser storende Kondensations-
Effekt ist in einem Kanal nicht moglich.
Weiterhin ist die Aussaat der Zellen gegentiber
offenen Formen sehr homogen, da sich tber je-
dem Punkt an der Oberfliche die gleiche Flus-
sigkeitsmenge befindet. Daher ist die Zellvertei-
lung nach der Adhision eine exakte Projektion
der Zellen auf die Kanaloberfliche. In nach
oben offenen GefifSen, wie 96-well-Platten, ist
die Zellverteilung durch den Meniskus der
Flussigkeit und das Krifteungleichgewicht sehr
inhomogen. Bei Bewegungen der Zellsuspen-
sion konnen zusitzlich storende Muster entste-
hen, dhnlich dem Effekt, wenn sich Zucker-
kristalle in einer Tasse beim Umriihren in der
Mitte sammeln. Die attraktive Zellhomogenitit
und der grofle Phasenkontrast-Bereich sind in
Abbildung 3 dargestellt.

gt
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Durch das Anschlieflen einer Pumpe konnen
durch den Kanal definierte Fluisse angelegt wer-
den. Dies ist ein grofSer Vorteil, wenn die Wir-
kung der Scherkraft auf die Zellen an der Ober-
flache untersucht werden soll. Der Kanal kann
dann zum Beispiel ein menschliches Blutgefaf
simulieren, wenn er mit Endothelzellen ausge-
kleidet ist (Rddler und Zantl, 2005).

O, und CO, spielen neben der richtigen Tempe-
ratur bei der Zellkultur eine grofSe Rolle (Lindl,
2002). Durch den Einsatz eines stark Gas durch-
lassigen und auch Gas speichernden Kunststoffs
ist die problemlose Kultivierung von anspruchs-
vollen Zellen gesichert. Ein entsprechender Tra-
ger aus Glas wiirde Zellwachstum und -vermeh-
rung nur eingeschriankt zulassen.

Ein weiterer Vorteil der Kanalstruktur ist das
einfache Uberspiilen der adhirenten Zellen mit

Abb. 5: Bildbeispiele fir mikroskopische Anwendungen des p-Slide I. MaBstab je 20 pm. A HT1080

geringen Volumina. Damit kénnen teuere Rea-
genzien wie Antikorper oder Fluoreszenzfarb-
stoffe eingespart werden. Gleichzeitig bleibt der
Zellrasen beim Pipettieren und Spiilen unge-

Abb. 4: Vergleich der optischen Eigenschaften in
einem kleinen, offenen KulturgefaB (links) und
einem Kanal (rechts). Der Meniskus und Streulicht
an Kondensationstropfchen storen den Lichtweg
in der offenen Form. In der definierten Kanal-
struktur treten keine Storeffekte auf.

Zellen (Humane Fibrosarkomzellen), Zytoskelett (F-Aktin) Inmunfluoreszenz mit Alexa Fluor 488 -
Phalloidin, Zeiss Plan-Neofluar 100x /1,30. B Rat1 Zellen (Fibroblasten der Ratte), Phasenkontrast,
Axiovert 25, Zeiss Achroplan 10x /0,25 Ph1. C Rat1 Zellen, DIC, Axiovert 200 /LSM 510, Zeiss Plan-
Neofluar 20x /0,5. D Haematococcus pluvialis, Chlorophyll-Autofluoreszenz, Carl Zeiss LSM 5 Pascal,
Zeiss Plan-Neofluar 40x /1,3. E Dictyostelium discoideum (DdLimE-GFP), GFP-Fluoreszenz und Hell-

feld, Zeiss Plan-Apochromat 63x /1,4 ol.
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stort. Durch das Aspektverhaltnis von Hohe zu
Fliche, kann mit geringen Volumina gearbeitet
werden und trotzdem eine grofle, reprasenta-
tive Zellzahl experimentell untersucht werden.
Durch die kompakte Kanalgeometrie und den
Abschluss der Reservoire mit Deckeln sind die
Gefahren von Kontamination minimiert und
steriles Arbeiten wird erleichtert. Gleichzeitig
ist die Austrocknung stark eingeschrankt, was
Langzeitexperimente Uber viele Tage bequem
moglich macht. Diese Langzeitstudien konnen
bei entsprechender Temperierung unmittelbar
auf dem Mikroskop durchgefiihrt werden. Ab-
bildung 5 zeigt einige Anwendungen mit ver-
schiedenen Mikroskoptechniken.

Die p-Slides bieten Spielraum fiir viele Anwen-
dungen in der biomedizinischen Forschung.
Praktisch alle adhiarenten bezichungsweise semi-
adhirenten Zellkulturen konnen kultiviert und
experimentell untersucht werden. Bisher werden
die Produkte erfolgreich in den Gebieten Immu-
nologie (Schymeinsky et al., 2005), Dermato-
logie (Radeke et al., 2005) und in der biophy-

Kurze Mitellumng -

sikalischen ~ Grundlagenforschung
et al., 2005) eingesetzt.

(Mangenot
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Lokalisierung des Olbaum-Allergens

Der Olbaum (Olea europaea) ist in den Lindern
um das Mittelmeer und in einigen Gebieten
Nordamerikas eine wichtige Kulturpflanze: Sie
liefert in ihren Friichten das Olivenol. Der Baum
ist aber auch eine der Hauptursachen fiir eine In-
halationsallergie der ortlichen Bevolkerung. Das
Hauptallergen ist im Bliitenstaub des Oliven-
baums lokalisiert. Die Molekularbiologen haben
nun den Allergologen einen groflen Dienst erwie-
sen, indem sie das Hauptallergen, Ole e, auf
elektronenmikroskopischem Niveau lokalisiert
haben. Sie haben dazu die ISH-RT-PCR-Technik
(in situ hybridization reverse transcription poly-
merase chain reaction) benutzt. Dabei wird die
messenger-RNA fiir das Hauptallergen spezifisch
markiert, sodass es mit dem Transmissionselek-
tronenmikroskop lokalisiert werden kann. Es
hat sich aus der Untersuchung ergeben, dass die
Transkripte des Allergens im Zytoplasma so-
wohl der vegetativen Zelle als auch der beiden
generativen Zellen des Pollenkorns anwesend
sind. Sie sind hiufig mit den Ribosomen des
endoplasmatischen Retikulums (ER) assoziiert.

Hingegen werden keine Allergene in der inneren
Pollenwand (Intine), den Vakuolen, den Lipid-
tropfen, den Plastiden oder in den Mitochon-
drien gefunden. Die Proteine des Hauptallergens
sind im Lumen des ERs oder im Zytoplasma vor-
handen, aber auch in den submikroskopischen
Riumen der AufSenwand (Exine) der Pollenkor-
ner. Diese Ergebnisse bestitigen, dass das raue
ER der Ort der Synthese und der Anhdufung die-
ser Allergen-Proteine ist. Damit ist zum ersten
Mal eine spezifische In-situ-Lokalisierung der
Transkripte des Ole e I-Allergens in einem reifen
Pollenkorn des Olivenbaums nachgewiesen.
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Buch wieder lebendig. Unter Auswertung von
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den Autoren, ein faszinierendes Panorama des
medizinisch-naturwissenschaftlich motivierten
Expeditionsfiebers zwischen 1870 und 1910 zu
zeichnen. In diesen wenigen Dekaden vermoch-
ten entschlossene Forscher die Ausloser und
Ubertragungswege vieler gefiirchteter Tropen-
krankheiten aufzuklaren — Grundlage fiir eine
effektive Seuchenbekédmpfung auch in den Mut-
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Elmer W. Koneman
Am anderen Ende des Mikroskops

In diesem Buch kommen erstmals jene un-
scheinbaren Lebewesen selbst zu Wort, die wir
allzu oft als schadliche Keime und Krankheits-
erreger abwerten. Hier nun betreten verschiede-
ne Bakterienarten die Biihne des Ersten AuBer-
ordentlichen Bakterienkongresses. Bei lhren
Auftritten und Diskussionen offenbaren sie nicht
nur ihre individuellen Eigenarten und speziellen
Fahigkeiten, sondern enthiillen auch die bisher
unbekannte Innensicht der Bakterienwelt.

Nicht nur der Bakterienkongress, sondern auch
dieses Buch ist auBerordentlich - unterhaltsam,
amdsant ... Ich habe selten ein so witziges und
dennoch fundiertes Sachbuch gelesen.”
Mikrokosmos
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