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Beitriige

Technik der mikroskopischen Dauerpriiparate.
Von Dr. L. Klein,

Vorliegende Zeilen erheben nicht den Anspruch wesentlich
Neues zu bringen, sie erheben auch nicht den Anspruch, das Thema
einigermassen erschopfend zu behandeln, sie wollen nur, und das
diirfte vielleicht manchem Leser unserer ,Mitteilungen* erwiinscht
sein, ein Recept geben zu einem leicht herzustellenden, guten und
was die Hauptsache ist, zu einem haltbaren mikreskopischen
Daunerpriparate, ein Recept, welches ich auf Grund zahlreicher
eigener Versuche als das derzeit beste erkannt habe.

Wer sich eingehend iiber diese Technik zu orientieren
wiinscht, der sei ein fiir allemal auf Strasburger’s botanisches
Practicum oder auf Behrens Hilfsbuch der mikroskopischen Technik
verwiesen.

Das Anfertigen mikroskopischer Schnitte und ihre vorldufige
Behandlung bis zum Einschliessen setze ich als bekannt voraus, das
lasst sich ausserdem mit ein paar Worten auch nicht lehren. Nur
das Einschliessen selbst soll hier behandelt werden.

Die frither fiir pflanzliche Objecte allgemein angewandte Con-
servierung in Glycerin (resp. einer anderen Fliissigkeit, wie
Kaliumacetat etc.) habe ich so gut wie vollstindig aufgegeben, weil
sio einmal, wenn die Priparate haltbar ausfallen sollen, ziemlich
zeitraubend ist, und weil zweitens Glycerinpriparate nur sehr vor-
sichtig geputzt werden diirfen, wenn sie bestaubt sind, damit der
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Deckglaskitt nirgends gesprengt wird und in Folge dessen kein
Glycerin austritt.

Da aber auch heute noch Glycerin mit Vorliebe verwendet
wird, theils aus Anhinglichkeit am Althergebrachten, theils weil
Glycerin viel bequemer zu beschaffen ist, als die weit practischere
Glyceringelatine, so sollen zunichst fiir Liebhaber von Glycerin-
priparaten diese letzteren kurz behandelt werden. Die ewige Klage
betrifft hier die schlechte Haltbarkeit. Das Glycerin hat bekanntlich
einen dinnen Kopf und weiss — wie so Mancher zu seinem Leid-
wesen erfahren hat — aus vielen scheinbar gelungenen Priparaten
mit der Zeit seinen Weg nach aussen zu finden, um den mit Recht
so unbeliebten Luftblasen dafiir Platz zu machen, ganz abgesehen
von den Verletzungen, die solche Priiparate durch Stoss beim Trans-
portieren oder durch Druck auf das Deckglas beim Reinigen erleiden.

Bei einem Glycerinpréparat, das haltbar bleiben soll, darf
erstens das Deckglas nirgends den Objecttriger be-
rithren. Zu diesem Behufe muss es gestiitzt werden, und das
geschieht am besten folgendermassen:

Unter den gut gereinigten, getrockneten und iiber einer kleinen
Spirituslampe etwas erhitzten Objecttriiger (um die anhaftende Luft
moglichst zu vertreiben) bringe ich ein Deckglischen oder ein Stiick
weisses Papier, welches in der Mitte eines aufgezeichneten Rahmens
von der Grosse des Objectirigers einen Rahmen von der Grosse des
Deckglaschens besitzt, sodann auf die vier Ecken dieses Rahmens
je ein kleines Tropfchen Wachskitt (besser wie reines Wachs),
darauf in die Mitte der vier Triopfchen einen Tropfen Glycerin von
entsprechender Grdsse und in diesen das Priparat. Das ebenfalls
gut gereinigte Deckglischen erfasst man mit Daumen und Zeige-
finger an den Kanten, zieht es mit der Unterseite ein paar mal
langsam iiber die Spirituslamme und setzt es sofort mit zwei Ecken
schiefgeneigt auf zwei der Wachskittfiisschen. Dort schmilzt es ein
und senkt sich, wenn wir richtig verfahren, mit den beiden andern
Ecken genau auf die Mitte der beiden andern Wachskittfiisschen.
Nun erwirmen wir das ganze Priparat vorsichtig, die Fiisschen
schmelzen und das Deckglas sinkt durch seine eigene Schwere
herab, den'Glycerintropfen ausbreitend. Fiir zarte Objecte geniigt
dies, fiir hirtere, wie Holzschnitte und dergleichen, empfiehlt es sich
mit dem Finger oder einem Stiickchen Holz leicht auf das Deck-
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gldschen zu driicken bis der Kitt erkaltet ist; dadurch werden solche
Priparate soweit als méglich in eine Ebene gebracht.

Haben wir die Menge des Glycerins richtig bemessen, so erfiillt
dasselbe jetzt den ganzen Raum zwischen Deckglas und Object-
trdger, war es etwas zu wenig, so setzt man ein kleines Tropfchen
an den Rand des Deckglases, von wo aus es rasch die Liicke aus-
fillt. Ueberschiissiges Glycerin saugen wir durch Fliesspapier auf.
Will man nun direct das Deckglas festkitten durch eineu leicht iiber
die Rinder des Deckglases reichenden, mit einem moglichst kleinen
Pinsel aufgetragenen ca. 5 mm breiten Rahmen von Deckglaskitt,
so ist Hauptbedingung, dass weder Deckglas noch Objecttriger
durch Glycerin verunreinigt sind, weil hier der Kitt nicht haftet.
Ist eine solche Verunreinigung eingetreten, so muss entweder alles
Glycerin vollstindig entfernt werden, eine mithsame und zeitraubende
Procedur, oder man spart sich besser diese, bei nicht vollkom-
men er Reinigung meist erfolglose Arbeit und fertigt einen Rahmen
von verdiinntem Canadabalsam an, der das Glycerin ‘voll-
stdndig verdréngt, also iiberall haftet, und nach einigen Tagen
meist trocknet. Dann ldsst sich das tiberschiissige Glycerin leicht
mittelst eines nassen leinenen ILéppchens entfernen und theils zu
weiterem Schutz, theils des gefilligeren Aussehens halber iiber
den Canadabalsamrahmen ein solcher von Deckglaskitt aufpinseln.

Den Canadabalsam trdgt man am besten mit einem
langgespitzten Holzspahn auf, dessen Endeso diinn ist,
dass es sich wie ein Pinsel leicht biegen ldsst; ich finde
dies viel practischer als mittelst eines Glasstabes.

Solche Préparate halten sich, sorgfiltige Anfertigung und
liebevolle Behandlung beim Reinigen vorausgesetzt, gut. :

Um die Priparate beim Aufbewahren aufeinanderschichten zu
konnen, klebt man an beide Enden des Objecttrigers sogenannte
Schutzleisten, rechteckige Cartonplittchen von entsprechender Dicke,
welche zugleich als Etikette dienen. Als bestes Klebemittel habe
ich hierfiir den oben erwihnten Wachskitt gefunden. Derselbe
ist eine Mischung aus Colophonium und gelbem Wachs
zu gleichen Theilen, die ich in einem kleinen (sogenannten
chemischen) Porzellantiegel, welcher in einem aus gewdhnlichem
Eisendraht geflochtenen Dreifuss hingt, durch eine kleine Spiri-
tuslampe fliissig erhalte. Als Pinsel dient ein zugespitztes Ziind-
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holz. Legt man dasselbe quer iiber das Ende des Objecttrigers, so
hat man die ndthige Menge Klebstoff fiir die Schutzleiste; diese
braucht nur an eine Tischkante fest angedriickt zu werden, even-
tuell nach nochmaliger Erwirmung des Objecttriger-Endes und das
Priparat ist fertig. Derartig befestigte Schutzleisten springen weniger
leicht ab als mit Gummi-Glycerin, flissigem Leim ete. angeklebte,
passiert es einmal, so ldsst sich der Schaden im Augenblick durch
Erhitzen des Préparates mittelst eines Ziindhdlzchens repariren und
schliesslich lassen sich falsch angebrachte Etiketten so am bequemsten
auswechseln, ganz abgesehen von dem Umstande, dass das Auf-
kleben der Schutzleisten mittelst des Wachskittes' am raschesten vor
sich geht.

Fir die Glyceringelatinepréiparate gilt genau das gleiche be-
ziiglich der Schutzleisten. Als Einschlussmasse dient Glyceringela-
tine, bei gewdhnlicher Temperatur von zéhgallertiger Beschaffenheit.
Das Recept fiir dieselbe ist folgendes (nach Kaiser):

Man weicht einen Gewichtstheil feinster franzdsischer Gtelatine
in sechs Gewichtstheilen destillierten Wassers circa zwei Stunden
auf, setzt dann sieben Gewichtstheile chemisch reinen Glycerins
hinzu und gibt auf je 100 gr. der Mischung 1 gr. concentrierter
Carbolsgure. Man erwdrmt hierauf zehn Minuten unter Umriihren
bis alle Flocken, die sich bei Zusatz der Carbolsiure gebildet haben,
verschwunden sind.

Schliesstich filtrirt man noch warm durch feinste in destillirtem
‘Wasser ausgewaschene Glaswolle, die noch nass in den Trichter
gelegt wurde.

Das Filtriren durch Glaswolle ist durchaus néthig weil Gelatine
fir mikroskopische Zwecke sehr unrein zu sein pflegt. Derartige
Glyceringelatine kann man sich in jeder Apotheke anfertigen lassen.
Man brancht sie zum Gebrauche nur zu erwirmen um wie mit
Glycerin verfahren zu konnen. Die Wachskittfiisschen sind aber
selbstverstindlich unnéthig. Man kann die Gelatine entweder in
kleinen Stiickchen auf den Objecttriger bringen und dort erwérmen,
doch hat dies den Nachtheil, dass man hdufig mehr Luftblasen mit
einschliesst als einem lieb ist. Ich habe mir darum einen einfachen
Apparat construirt, der ausserdem die Glyceringelatine als bequemste
Einbettungsmasse auch da erscheinen lasst, wo besonders zarte und
kleine Objecte nicht ohne Schaden auf einen neuen Objecttriger
iibertragen werden konnen.
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Ein gewohnliches Probierrshrchen ist 2—8 em hoch mit Gly-
ceringelatine gefiillt und mit einem durchbohrten Kork verschlossen.
Durch den Kork geht ein am unteren Ende etwas ausgezogenes
diinnes Glasrohr, das als Pipette wirkt, bis zum Grunde. Dies
Rohrchen erhitzt man nun entweder iiber der Spiritusflamme, oder,
was vielfach vorzuziehen, man verflissigt die Gelatine durch Bin-
tauchen in warmes Wasser. Letzteres Verfahren ermdg-
licht es, flissige Glyceringelatine von verhdltniss-
missig niedriger, bekannter und constanter Tempera-
tur zu erhalten, die, soweit meine Erfahrung reicht,
auch zum Einschluss der zartesten oder durch Er-
wéirmen leicht alterierbaren Objecte vorziiglich ist.
{(Stirkekorner , in wisserigem Brei eingetragen, geben ausgezeich-
nete Priparate.)

"Diese fliissige Gtelatine wird in entsprechend grossen Tropfen
auf die Mitte der vorher missig erwirmten Objecttriger gesetzt —
wird der Tropfen zu gross, so kann man leicht etwas aufsaugen —
das Object aus Glycerin (concentrirt oder verdiinnt) eingelegt und dann
das vorher erwirmte Deckglischen aufgebracht. Ist der Tropfen seiner
Qrosse nach richtig bemessen, was sehr leicht zu erreichen ist, wenn
man in die Pipette nur so viel Gelatine nimmt, als man braucht
und diese herausblist, so soll keine Gelatine iber den Rand des
Deckgléschens hervortreten. Die Ausbreitung der Gelatine befor-
dert man, wenn es sich nicht um besonders zarte Objecte handelt,
durch leichten Druck auf das Deckglas, ebenso wie die mdglichst
plane Lage grdsserer Schnitte.

Glyceringelatine ist aber auch noch ein ausgezeichnetes Ein-
schlussmittel fiir mikroskopische Algen und Pilze. Bei letzteren
legt man das Object in stark verdiinntes Glycerin (circa 1 : 10),
ldsst das tiiberschiissige Wasser allmélig verdunsten und setzt
dann einen Tropfen fliissiger Gelatine darauf. Unter den Algen
vertragen fast nur die Cyanophyceen eine derartige Behandlung,
vielfach lassen sie sich auch direct aus Wasser in Gelatine dber-
tragen., Die chlorophyligriinen Algen dagegen miissen erst gehdrtet
werden, was ich fast ausschliesslich mit Ueber-Osmiumsdure vor-
nehme , entweder durch Einlegen in 19/, ige wisserige Losung
(Binwirkung 1—2 Minuten, gut mit reinem Wasser auswaschen),
oder vorzugsweise, bei einzelligen Organismen aus-
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schliesslich durch Osmiumsiureddmpfe. Ueber die mit
einprocentiger wisseriger Losung gefiillte, schwarze Flasche wird
das zu hartende Object einige Minuten — '/, Stunde gebracht
und zwar in einem sogenannten Hangetropfen, (kleines Wasser-
tropfchen auf der Mitte des Objecttrigers, den man dann um-
dreht). (Ausprobieren! Das Rauchern. schadet so lange nichts,
als das Chlorophyll nicht missfarbig, die in den Zellen enthaltenen
Oeltrdpfchen nicht geschwirzt werden. NB. Vorsicht bei Hand-
habung der giftigen Osmiumsiure, deren Démpfe die Schleimhaute
von Augen, Nase und Rachen angreifen.) Auf das gerducherte Object
setzt man dann 1—2 Tropfen stark verdiinntes Glycerin (1 : 10).
Zweckmissiger Weise bringt man etwas von dem verdiinnten Glycerin
in ein flaches Uhrschilchen und lésst es gleichzeitig mit dem Priparate
sich concentriren, um von diesem Glycerin dem Priparate nach
Bedarf einen oder einige Tropfen zusetzen zu konnen, so viel, dass
nach dem Verdunsten des Wassers gerade noch geniigend Glycerin
zuriickbleibt, um das Priiparat vor dem Austrocknen zu schiitzen..
Schliesslich bringt man einen Tropfen verfliissigte Glyceringelatine
auf das Pridparat und verfahrt weiter, wie oben geschildert.

Glyceringelatine erweist sich selbst fiir solche Objecte als vor-
ziigliches Einbettungsmittel, welche sich ihrer Schliipfrigkeit halber
nur schwer in Glycerin einschliessen lassen, weil sie nach Aufbringen
des Deckglases meist sofort wieder unter demselben hervorgleiten
(cf. Behrens, p. 190). So habe ich unter andern Batrachospermum,
Hydrurus, Tetraspora, bis 2 mm grosse Colonieen von Noctoc liche-
noides etc. ohne alle Schwierigkeit in Glyceringelatine eingeschlossen
und ausgezeichnete Priiparate erhalten.

Dringt zu viel Glyceringelatine unter dem Deckglas hervor,
80 ldsst sich dieselbe leicht mit einem Federmesser nach dem Er-
kalten abkratzen eventuell auch noch mit einem nassen Lappchen
abwaschen. Solche Priparate bediirfen eines weiteren Verschlusses
nicht notwendig, doch ist ein Lackrahmen immerhin zu empfehlen,.
namentlich, um bei spiterem Putzen des Priparates dasselbe nicht
durch Theilchen der Glyceringelatine zu verunreinigen. Bei ein-
zelligen Algen, von denen man hiufig gezwungen ist, mehrere Arten
im Gemisch in einem und demselben Priiparate einzuschliessen, pas-
siert es nicht selten, dass werthvolle Objecte beim Aufbringen des
Deckglases bis hart an den Rand desselben gleiten. Dann darf der-
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Lackrahmen selbstverstindlich nicht iibergreifen, er wiirde diese
Jbjecte ja sonst verdecken, sondern nur bis an den Rand des
Deckglases gefiihrt werden, ein Verfahren, das bei Glycerin-
rdparaten nicht moglich ist.

Ein wéit einfacheres Verfahren, griine Algen, die in Glycerin
eicht schrumpfen, zu hirten, besteht darin, dass man dieselben in
sinem Wassertropfen auf dem Objecttriger bis gegen den Siede-
ounkt erhitzt und dann ebenso verfihrt, wie bei den mit Osmium-
saure behandelten Objecten. Fiir alle griinen Algen ist dies Ver-
‘ahren nicht anwendbar (ausprobieren!). Dagegen leistet es bei
Desmidieen und besonders bei den gegen Osmium so empfindlichen
Zygnaemeen vorziigliche Dienste.

Zum Schluss noch ein paar Worte iiber den mehrfach er-
wihnten Deckglaskitt,. Man verwende nur bestes Material, das
ausdriicklich fiir mikroskopische Zwecke bestimmt ist, nicht etwa
gewohnlichen Asphaltlack vom Apotheker oder Droguisten, an dem
man wenig Freude erleben wird; entweder schwarzen Asphaltlack
oder sogenannten Maskenlack oder den Heidenreich’schen Deck-
glaskitt, den ich seit zwei Jahren ausschliesslich benutze. Es ist
ein in Leindl geloster Bernsteinlack, roth oder blau zu haben in
Glischen (& M. 1.50) von !/; Kilo beim Fabrikanten Ludwig
Marx in Mainz. Fiir Asphaltlack und Glischen sind empfehlende
Firmen u. a.: Paul Stender, Leipzig, Gerichtsweg 9, Heinrich
Vogel, Giessen.

,Neue“ Standorte aus der Pfilzer Flora®.

Ein neuer Standort,’d. h. das verdffentlichte Vorkommen einer
fir die betreffende Gegend neuen Pflanzenart, kann nach zwei
Richtungen einer Priifung unterzogen werden.

1. Hat der-Standortsangabe ein richtig bestimmtes Exemplar

der genannten Art zu Grunde gelegen?

2. Ist der Standort wirklich ein neuer, d. h. bis jetzt noch

nicht in der Litteratur verzeichneter?

* Die Redaktion erlaubt sich zu dem vorliegenden Artikel die Bemerk-
ung zu machen, dass ihr z. Z, der Verdffentlichung der kritisierten Standorts-
angaben die Existenz der angezogenen Specialfloren von Schmidt u, Schultz
ginzlich unbekannt war.
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