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Neue Firbungen und Farbreaktionen
an frischen Blitterpilzen und Réhrlingen

(III. Teil)
Von Rudolf Sandor

Abkiirzungen siehe I. Teil, Zeitschrift fiir Pilzkunde 22, Seite 97!

Zellkernfirbungen

Die meisten dieser Firbemethoden sind fiir die allgemeine Biologie unentbehrlich,
doch fiir die Systematik zu kompliziert. Hier werden rasche und méglichst wenig
komplexe Methoden benétigt. Die bisher bei den Agaricales angewendeten Firbeweisen
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sind fast durchweg sehr langwierig und weniger fiir den fortlaufenden Gebrauch zu rein
systematischen Zwecken berechnet. Die besten gebriuchlichen Firbungen findet man
bei R. Kithner: »Le Genre Mycena«, Seite 29—34, und Fl.An., Seite 490, Kap. C, Abschn.
2° sowie Seite 489, Kap. B!

Fast immer miissen die Objekte vorher fixiert werden, da sonst die Kerne nicht elektiv
genug zum Vorschein kommen und zu viele andere Elemente stark mitgefirbt werden.
Der Kern — und zwar zuerst sein Chromatin — nimmt meistens erst dann, wenn er von
dem allmihlich durch die Membran — oder auch durch das Hilum in das Spoteninnete —
diffundierenden Fixiermittel (Flissigkeiten, Gasen oder Dimpfen) durchdrungen ist, den
Kernfarbstoff sehr stark auf und erscheint dann in der Regel stirker gefirbt als die iibri-
gen Elemente. Firbungen von lebenden Kernen, sog. Vitalfirbungen, sind viel seltener;
elektive Vitalfirbungen von Kernen gehoren zu den groBen Seltenheiten.

Uber Fixierungen, Behandlung nach den Fixierungen und nach den Firbungen siehe
Fl.An., Seite 491, und R. Kithner: »Le Genre Mycena«, Seite 20-29]

Als neu kidmen hier vor allem die Toluidinblau- und die Kresylechtviolett-
Methoden hinzu, die vielleicht auch fir den fortlaufenden Gebrauch in der Systematik
wertvoll werden konnen, da sie wegen ihrer intensiven und metachromatischen
Wirkung keine Gegenfirbungen mit anderen, kontrastierenden Farbstoffen benétigen.
AuBerdem konnen dabei auch spezifische Metachromasien festgestellt werden. In glei-
cher Weise wirkt das Thionin (Lauths Violett), das jedoch wegen des hohen Preises
und der Verschiedenheit der Fabrikate einzelner Firmen erst in zweiter Linie in Frage
kommt. Direkte Kernfirbungen bei den frisch ausgefallenen Sporen mit Kresylecht-
violett habe ich bereits beschrieben. Bei allen anderen Zellen des Pilzes, also bei den
Schnittpriparaten, erscheinen dagegen die direkt gefirbten Kerne nur selten differenziert
genug. Hochstens im Oberteil der Basidien,in den Sterigmen und in den Sporen, solange
sie noch an diesen haften, sind sie nicht selten ebensogut kenntlich. Schnitte also miissen
auch fiir die Kresylviolettfirbung im allgemeinen vorfixiert werden. Leider ist bis jetzt
nur eine Methode bekannt, bei der Toluidinblau und Kresylechtviolett ihre metachro-
matischen Wirkungen nicht verlieren und sogar nach den Differenzierungen behalten.
Es sind dies Fixierungen, denen Bleiacetat zugesetzt wird. Sie sind fiir die Pilze noch wenig
erprobt und kénnen auch nur in Rdumen mit den notigen Vorrichtungen fiir denUmgang
mit so giftigen Stoffen praktiziert werden. Diese beiden Firbungen verlaufen rascher als
andere.

Auch das Kernechtrot, das ebenfalls ziemlich rasch wirkt, kann an Stelle des Cat-
mins empfohlen werden (fiir den Basidieninhalt von Lyophylium etc. dagegen sind das
Carmin und die Carminsiure besser!). Es scheint bei den Agaricales am wirksamsten in
Losung mit gewissen Mangansalzen und wohl auch mit Borax zu sein. Vorfixierungen
ohne Formol sind hier moglicherweise besser. Gegenfirbung mit einem blauen oder
griinen Farbstoff ist allerdings notwendig.

Alle diese Kernfirbungen sind fiir Untersuchungen von Schnitten mit Basidien und
Sporen,’von Lamellenfragmenten, abgezogener Huthaut, Myzelfiden, Cortinafiden etc.
gedacht.

Bis zu einem gewissen Grade lassen sich manchmal auch bei frischem, unfixiertem
Material die Kerne mit allen moglichen Farbstoffen firben, doch bleibt dies fast immer
eine unsichere Sache. Nur der Geiibteste kann sie hierbei erkennen, ohne stundenlang
herumsuchen zu miissen. Auch in den Sterigmensporen firben sie sich in der Regel nur,
solange diese noch am Hilum hingen. Sobald sie sich davon losgeltst haben (bevor die
Firbung wirksam wurde!), sind sie meistens nicht mehr firbbar — das Kresylechtviolett
ist hier die einzige Ausnahme, die mir bekannt ist.

Fiir die Systematik wertvoller diirfte die Kernfirbung bei den frisch ausgefallenen

‘Sporen im Sporenpulver sein. Man muB hier nicht lange am Schnittpriparat suchen und
hat ein Kernbild dicht neben dem anderen im Sichtfeld, kann es also bequem iiberschauen.
AuBlerdem sind so die Kerne meist in einer und derselben Phase (zwischen Loslosung
von den Sterigmen und Keimung) zu beobachten.
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Nunmehr gebe ich eine Methode an, bei der alle die zeitraubenden Manipulationen
mit den Schnitten wegfallen, die so viel gespannte Aufmerksamkeit verlangen, da diese
nicht zerdriickt wetden, nicht zusammenkleben, nicht davonschwimmen und wegen ihtrer
Winzigkeit nicht vetlorengehen diitfen. Die tiblichen Methoden versagen hier vollstin-
dig, allein schon deshalb, weil es ohne komplizierte Einbettungs- oder Aufklebemetho-
den nicht moglich ist, das Fixiermittel hinreichend auszuwaschen, so dall die meisten
Farblésungen danach gerinnen, verblassen oder sonstwie unwirksam werden oder daf3
die Kerne unnatiirlich verindert werden, zetfallen etc. Bei der folgenden Methode da-
gegen ist mir dergleichen noch kein einziges Mal vorgekommen!

Die Borax-Toluidinblau-Firbung von Spotenkernen: Etfordetliche Rea-
gentien sind
. Perborax (Natrium perboratum MERCK) in ca. s-prozentiger Losung in Aq.dest.;

. normales, 5-prozentiges Wasserstoffsuperoxyd;

. etwa go-prozentige Kalilauge;

. etwa o,3-prozentiges Eisessigwasser;

. Toluidinblau (BAYER) in einer ca. s-prozentigen Boraxlésung in Aq.dest. gelost, wo-
bei stirker erwirmt werden kann (soll?); etwa 7 mm eines Normalstreichholz-Endes
halb gehiuft mit Farbstoff in 10-20 ccm Boraxlosung;;

6. Alkohol, go- bis 96-prozentig oder gewohnlicher Brennspiritus.

Vor der Firbung miissen die Sporen gebleicht werden; denn nur dadurch kommen die
Kerne stitker zum Vorschein, wihrend der iibrige Teil schwicher gefirbt bleibt. Auch
die »weilen«, farblos-hyalinen Spoten miissen so votbehandelt wetden! Da man bei
diesen nicht gut von »Bleichung« sprechen kann, sei hier der Ausdruck »Depigmentie-
rung« gebraucht.

Die Prozedur:

1. Man l4Bt zunidchst moglichst viele Pilzhiite auf einer Glasplatte, Porzellanfliese oder
dergl. recht ausgiebig sporulieren (z.B. 24 Stunden), schabt dann das Pulver mit einer
Rasierklinge zusammen und schiittet es in die Depigmentierfliissigkeit, wobei man um-
schwenkt, schiittelt etc.

2. Die Depigmentierung: In einem niedrigen, breiten Glasgefi3 mit flachem Boden
setzt man der Perboraxlgsung ca. 0,3 Prozent der Kalilauge (also einige Tropfen der
4o-prozentigen Lauge) zu und mischt gut durch. (Natiitlich kann man statt Perborax
auch Borax plus Perhydrol verwenden, doch ist ein genormtes Fertigfabrikat fiir die
Systematik viel besser, wie aus folgendem ersichtlich sein wird!) Sobald die Sporen in der
Flissigkeit sind, setzt Sauerstoffentwicklung ein, die nach mehreren Stunden aufhort,
wobei die Sporen zu Boden sinken und in der Regel ausreichend gebleicht sind. Bei
manchen Gattungen tritt die Bleichung sogar fast augenblicklich ein. Die Depigmentie-
rung wire somit beendet. Es ist aber bedeutend praktischer und einfacher, wenn man
etwas linger wartet: Man 148t also das Ganze einfach iiber Nacht stehen (z.B. auf 10
Stunden genormt). Am nichsten Morgen hat sich die Sporenmasse auf dem Boden des
GefiBes vetdichtet, und die Fliissigkeit kann leicht abgegossen werden. Die bleichende
Wirkung ist sehr stark. Diese Methode bewirkt die stirkste Kernfirbung.

Fiir gewisse Gattungen, z.B. fiit Psalliota-Sporen, ist folgende Methode besser: Es
witd statt Perborax Wasserstoffsuperoxyd verwendet, dem man ca. o,5 Prozent der Kali-
lauge zusetzt. Dann verfihrt man analog. Nach dem AbgieBen dieser Depigmentier-
flilssigkeit kann dann Eisessigwasser zugesetzt werden. In sehr vielen Fillen scheint dies
allerdings unzweckmiBig oder zumindest iiberfliissig zu sein; in andeten Fillen wird die
Bleichung durch diesen Zusatz erst vollstindig. Das jeweils Beste wird sich im Laufe
der Zeit herausstellen. Die bleichende Wirkung ist auch ohne Essigwasser sehr stark.
Ziemlich schwach ist sie dagegen, wenn man nur Perboraxlésung ohne Kalilauge ver-
wendet. Danach erscheinen auch die Kerne schwicher firbbar, wohl aber relativ in der
natiirlichsten GréBe-und Lokalisation. Dies ist nimlich bei den verschiedenen Methoden
oft recht ungleich. So kénnen z.B. bei der einen Methode im Falle von 2-Kernigkeit die
Nuclei an den »Polen« erscheinen, bei der anderen nebeneinander oder dicht tibeteinan-
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der. Esist also stets besonders wichtig, nach streng genormten Verfahren zu arbeiten und,
wenn irgend moglich, standatdisierte Fertigfabrikate zu verwenden.

3. Die Firbung: Man tupft mit einem Glas-Tropfstibchen eine moglichst kleine Menge
der nassen Sporenmasse vom Boden des Gefil3es auf den Objekttriger, tropft eine reich-
liche Menge der Farblosung auf (wobei man etwas »verriihrt«) und firbt ca. 3—15 Minu-
ten. .

4. Die Differenzierung: Sie ist bei der Toluidinblau-Firbung unbedingt notwendig;
denn erst nach dieser erscheinen die Ketne wirklich elektiv und stark gefirbt. Man
tropft der sporenhaltigen Farblosung auf dem Objekttriger so viel Alkohol oder Brenn-
spiritus auf, daB} zu einem Teil der Farbflissigkeit das gleiche Quantum dieser Differen-
zierfliissigkeit kommt, Es kann geschehen, dal die Sporen dadurch deformiert werden
oder daB} ihr Inhalt herausquillt. Auf jeden Fall mufl man sofort mit der Untersuchung
beginnen!

Hiermit ist die Prozedur beendet. Optimal erscheint die Spote farblos, der Kern (bzw.
die Kerne) intensiv blau bis blauschwarz. Wihrend das Kreslyechtviolett das Chromatin
der Sporen nur bei einem relativ kleinen Teil der Gattungen bzw. Arten firbt, werden
durch die — zwat etwas linget dauernde und kompliziertere — Methode mit Toluidinblau
die Sporenkerne sehr vieler Gattungen und Arten gefirbt, so z.B. von Tricholoma, Nau-
coria, Cortinarius, Bolbitius, Geophila, Lepiota etc. Fiir Russulaceen-Sporen ist sie nicht ge-
elgnet.

Festzustellen ist vor allem die Anzahl der Kerne — ob die Spore 1-, 2- oder mehrkernig
ist —, ferner die Lokalisation, d.h. ob der Kern zentral, basal oder apikal liegt und (bei
2-Kernigkeit) ob die Nuclei an den »Polen, dicht iiber- oder nebeneinandersitzen, und
schlieBlich die GroBe der Kerne. GroBe und Lokalisation kdnnen je nach der ange-
wendeten Methode betrichtlich verschieden sein — ja, sogar die Zahl kann gelegentlich
bei seht verschiedenen Fitbeweisen anders etscheinen. Es muf} also nochmals darauf
hingewiesen werden, dall immer nach streng genormten Methoden zu arbeiten ist und
daB diese in jedem einzelnen Fall mit angegeben werden miissen — seien es nun Sublimat-
fixierung, Bouinfixierung, Giemsafirbung oder Himatoxylinfirbung etc. etc. Um nur ein
Beispiel zu nennen: Die Sporen von Leucocortinarius bulbiger Alb. et Schw. sind nicht-
argentaffin; durch Aluminiumsulfat-Kresylviolett kommt kein Cortinarien-Ornament, son-
detn eher ein Tricholomataceen-Ornament zum Vorschein. Sollten sie sich nun auch noch
als 1-kernig erweisen, so bestiinde kein Zweifel mehr, daf3 der Pilz mit Cortinarius nicht
das Geringste zu tun hat. Bei der Borax-Toluidinblau-Methode etscheinen die Cortinarien-
Spoten dutchweg alle 2-kernig, wihtend manche Sporen bei gewissen anderen
Gattungen nach der Kresylechtviolett-Direktfirbung wie 1-kernig, nach der Toluidin-
blaufirbung aber 2- oder mehrkernig aussehen kénnen. Niheres siche S. 107 (unter
»Beobachtungen«)!

Fixierung: Nach der Depigmentietung sind Fixierungen der iiblichen Art, wie sie z.B.
fiir die Schnitte gebriuchlich sind, méglich, scheinen aber meist unnétig zu sein. Sie
kimen héchstens fiir eventuelle Nachpriifungen in Frage oder fiir solche Sporen, bei
denen die Kerne auch nach der Differenzierung noch nicht gefirbt erschienen! Es wurden
Gemische aus Pikrinsiure, Alkohol und Eisessig erprobt. Auch Pikrinsalpetersiure nach
P. Mayer kann statt der Pikrinsdure verwendet werden. Harnstoffzusatz scheint fiir die
nachfolgende Firbung nicht ungiinstig zu sein. Diese Fixierungen verursachen keinerlei
Gerinnen oder Unwirksamwerden der Farblosung. Nach der Fixierung soll in 70-80-
prozentigem Alkohol »ausgewaschen« werden, den man nach Belieben erneuern kann.
Man vetfihrt analog wie beim Depigmentieren, indem man nach jedem Arbeitsgang
wartet, bis die Sporenmasse auf den Boden des Gefilles gesunken ist, und dann jeweils die
Fliissigkeit abgieBt. Man kann 4, aber auch 36 Stunden fixieren und kann 4, aber auch
1o Stunden bzw. dreimal 1o Stunden auswaschen. Die Kerne sehen dann hier und da
ganz anders aus als direkt nach der Depigmentierung — z.B. in einzelne Teile zetfallen
oder sonstwie verindert. Am auffallendsten ist dies bei Psalliota-Spoten, die dabei ein
regelrechtes »Kernmuster« zeigen: gefirbte Korpuskel, die um einen mehr oder weniger
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homogen-hyalin aussechenden Zentralkérper (Kernmembran?) herum gruppiert sind. Ob
es sich hierbei immer um eine unnatiirliche Verinderung oder um eine durch Reizwit-
kung beschleunigte natiirliche Verinderung der (vielleicht noch nicht toten) Kerne
handelt, wird sich wohl erst im Laufe der Zeit herausstellen. Fiir rasche Ubersichten zu
systematischen Zwecken wird es gut sein, ohne diese Sporenpulverfixierung auszu-
kommen.

Ubetfirbungen: Sollten auch nach der Differenzierung noch solche vorkommen — was
relativ selten zu sein scheint —, so kann man in Nelken6l, Cajeputdl oder dergleichen auf-
hellen. Man 1dBt z.B. die Fliissigkeit auf dem Objekttriger durch leichtes Erhitzen vet-
dunsten und tropft dann das Ol auf, wobei man die festgebackene Masse mit einem Glas-
gegenstand etwas aufkratzt und auflockert. Dann muB im Ol untersucht werden (even-
tuell mit Xylol verdiinnen!).

Metachromasien: Schon durch die direkte Borax-Toluidinblau-Simultanfirbung der
nicht vorbehandelten (nicht depigmentierten) Sporen werden starke Metachromasien
hervorgerufen. Es diirfte aber zweckmiBiger sein, solche erst nach der Depigmentierung
zu notieren und fiir die Systematik auszuwerten. Am stirksten sind sie nach der Per-
hydrol-Kalilauge-Methode: z.B. Spore blau, Inhalt bzw. Kern (falls dieser so schon
kenntlich) r6tlich-putpurn; Spore violett, Inhalt schwarz-blau; Spore blau, Hilirregion
schwarzgrau; Spore purpurlila, Inhalt mehr rétlich etc. etc. Diese Metachromasien ver-
schwinden groBtenteils durch die Alkoholdifferenzicrung; sie miissen also vor dieser
beobachtet werden! Oft — aber nicht immer! — sind auch da schon die Kerne ziemlich
deutlich. Auf alle Fille miissen diese nach der Differenzierung gesehen werden! Auch
schon ohne die Depigmentietung mogen hier und da Kerne rasch oder sogar sofort
gefirbt sein. Da sich aber meist noch gewisse Granula auf die gleiche Weise mitfirben,
ist dies stets etwas unsicher.

Beobachtungen (vgl. hierzu S. 106!): Wie nicht anders zu erwarten war, erscheinen die
Kerne in etwas anderer Gestalt und Lokalisation als z.B. nach der substantiven Kresyl-
echtviolett-»Vitalfirbung« (»Subvital«- oder »Postvitalfirbung«?), nimlich stets los-
gelost vom Hilum und meistens kleiner. Die Spoten von Psalliota campestris L. zeigten
sich 2-kernig, die des Clitopilus ( Rhodopaxillus, Rhodocybe) truncatus (ss. Quél.) K.-R. sowie
des Clitopilus popinalis Fr. auch 2-kernig (nicht wenige sogar 3-kernig!), wihrend sie nach
der Kresylechtviolettfirbung eher 1-kernig aussahen. Hieraus darf man nun nicht folgern,
daB eine der beiden Methoden »falsch« sei. Vielmehr handelt es sich beim Kresylviolett
um einen bestimmten Chemismus — die spezifische Firbbarkeit des Chromatins — ,wih-
rend das Borax-Toluidinblau Chromatin und Kern (in diesem Zusammenhang =
Nucleus, nicht Nucleolus!) firbt. In diesem Fall ist fiir die Systematik immer
das Toluidinblau maBgebend! Simtliche anderen mir bekannten Kernfarbstoffe
firben nach der Depigmentierung und auch nach Fixierungen im wesentlichen wie
dieses. Warum es sich mit der Kresylechtviolett-Substantivfirbung anders verhilt, kann
heute an dieser Stelle noch nicht erértert werden. In Bezug auf die Anzahl der Kerne
ist also das Kresylviolett nicht maBgebend! Die Sporen der eigentlichen Rbodopasxillus-
Arten erschienen auch in Borax-Toluidinblau einkernig. Ein unklares Bild bieten meist
die sehr groBen, diinnwandigen Sporen, deren Membran leicht eine Art Schrumpfung
bekommt, so daB3 keine klar umgrenzten Kerne durchscheinen.

DaB Sporen 3- und mehrkernig sein kénnen, scheint nicht allzu selten zu sein. Ebenso
wie in den Basidien nach der SporenabstoBung Kerne zuriickbleiben kénnen, so kénnen
offenbar auch »zu viele« Kerne in die Spore wandern. In der iiberwiegenden Mehrzahl
der Fille erscheinen die Spoten ganz klar 1- odet 2-kernig. Auf alle Fille sollte man ab
und zu mehtere, moglichst ganz verschiedene Methoden anwenden; denn erst dadurch
bekommt man einen Begriff von der natiirlichen Gestalt und den natiitlichen Verinde-
rungen der Kerne. Zur Nachpriifung kimen da vor allem die Kern-Dunkelungen durch
Fixierung mit Osmiumséure in Frage. Dadurch wird zwar auch der 6lige Sporeninhalt
mitgedunkelt, so daB diese »Kernfirbung« nicht sehr klar ist; zur Kontrolle geniigt das
aber oft vollstindig. Vielleicht mag auch schon der Phasenkontrast allein diesen Zweck
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erfiillen. (Sollten durch diesen die Kerne stets auch ungefirbt schon sichtbar sein, so
diirfte doch die Erfahrung noch nicht ganz austeichen, um sie ohne Vergleich mit dem
gefirbten Objekt immer mit Sicherheit als solche zu erkennen.)

Es sei betont, dall man von der Borax-Toluidinblau-Farbung nicht erwarten darf, auch
gleich die einzelnen Kernelemente mit deutlich zu machen. Zu diesem Zweck miifite man
viel linger firben und méglichst auch noch fixieren. Das Ganze muB vielleicht eher als
»Kern-Andeutung« bezeichnet werden. Allerdings ist es in der Regel eine sehr farbstarke
»Andeutung«; und es besteht kein Zweifel, daBl diese Methode auf relativ sehr rasche
Art Anzahl, GréBe und Lokalisation der Kerne als deutlich umgrenzte, gefirbte Stellen
angibt. Hierbei kann manche systematische Frage rasch und einfach gel6st werden.

Nach der Depigmentierung kénnen ,wie schon erwihnt, die Kerne auch mit mehreren
anderen Farbstoffen gefirbt werden. Nach meiner Erfahrung firbt aber nur noch das
Borax-Methylenblau #hnlich rasch und intensiv; die sonstigen Kernfirbemittel wirken
hier entweder schwiicher oder viel langsamer. (Borax-Methylenblau: Die gleichen
Mengen- und MaBverhiltnisse wie beim Borax-Toluidinblau. Gelsst wird noétigenfalls in
siedender Boraxlésung. Nach der Firbung ist eine Differenzierung meist unnétig. Im
Falle einer Uberfirbung wird durch Auftropfen von schwach essigsaurem Wasser
differenziert.)

Die Botax-Toluidinblau-Universalfirbung

Diese auBerordentlich vielseitige Firbung verdient wohl mit Recht die Bezeichnung
»universal«. Thre Farblésung hat neben der Sporenkernfirbung noch weitere wertvolle
Eigenschaften. Fiir die Untersuchung von frischen, nicht vorbehandelten Schnitten, be-
sonders fiir rasche Ubersichten mit groberen Messungen, bei schwicheren VergroBe-
rungen (also auch fiir ganz einfache Mikroskope geeignet!), kenne ich keine bessere und
einfachere Firbung. Hierin ist das Borax-Toluidinblau dem Borax-Methylenblau weit
iiberlegen!

Die Farblosung datf nicht so stark sein wie fiir die Sporen; sie mufl um etwa die Hilfte
verdiinnt werden (mit s-prozentiger Boraxl8sung in Aq.dest.).

1. Zunichst wird der Inhalt vieler Zellen mehr oder weniger homogen und metachro-
matisch gefirbt —und zwar ganz ungleich, so daB ein groBer Teil der Zellen bzw. Hyphen
etc. ungefirbt bleibt, wihrend viele Hyphenabschnitte blaB, manche stark gefirbt et-
scheinen. Hierdurch wird es moglich, z.B. den Verlauf einer Lamellenttama auf den
ersten Blick leichtest zu erkennen. Nur um zu sehen, wie die Firbung funktioniert,
untersuche man einmal den Lamellenschnitt einer Amanita-Art! Es kommen nicht nur
die statken Divergenzen, sondern auch die allergeringsten Abweichungen (z.B. bei
reguliren Tramen) sofort eindeutig heraus. Ganz besonders eignet sich die Firbung fiir
uniibersichtliche, extrem dichte und wirre Strukturen aus diinnwandigen Hyphen und
leistet z. B. bei det Untersuchung von pseudoparenchymatischen, dichten, vetklebten und
unklaren Hutdeckschichten geradezu unschitzbare Dienste. Jedes zellige Element und
auch die Form det einzelnen Zellen bzw. Hyphenabschnitte — seien sie auch nhoch so
bizart — kdnnen schnellstens erkannt werden. Falls die Deckschicht zu statk pigmentiert,
d.h. zu dunkel ist, so braucht man sie nur auf die fiir die Sporen beschtiebene Weise zu
bleichen, was hier ungleich rascher vor sich geht, da man die Sauetstoffblischen dutch
kurzes, kriftiges Spiilen in Aq.dest. entfernen kann (die testlichen Blischen kann man
durch Klopfen auf das Deckglischen herausbringen). Ohne Depigmentierung sind die
Metachromasien meist etwa folgende: Tramazellen weintdtlich oder putpurtdtlich,
Hymenialzellen blau, Cystiden, Haare etc. (auch an den Bekleidungen) oft schwatzblau.
Ein IneinandetflieBen dieser Farben kommt nicht vor — es sei denn, daBl man allzu lange
wattet.

2. Fiir die Untetrsuchung des Hymeniums und Subhymeniums mufl man die Farblosung
noch stirker verdiinnen, weil diese Teile nicht selten etwas iiberfirbt werden. Auch hier
erscheinen die einzelnen Zellen bzw. Abschnitte viel deutlicher als bei allen anderen
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Firbemethoden. Durch die ungleiche Stirke der Zellinhalt-Firbung wird tatsichlich
tiberall die Einzelzelle elektiv hervorgehoben — seien es nun Trama-, Hymenial-, Epicu-
tis-, Cutis-, Subcutis-, Derm-, Hypoderm-, Velum-, Cortina- oder Volvazellen, Basidien
oder Cystiden. J

3. Bei den Russulaceen werden sogar die Laticiferen und Cystiden elektiv genug gefirbt,
so daBl man ganz gut auf die Schwefelsiure-Aldehyde wie Sulfo-Vanillin, Sulfo-Benzal-
dehyd etc. verzichten kann. Diese Elemente werden dann zwar nicht so stark gefirbt,
dafiir fillt aber die stérende Refringenz der Schwefelsiure fort. Bei gewissen schwirzen-
den und briunenden Russula-Arten z. B. werden die Cystiden sogar schwarz (iibriges
Hymenium blau). Sicherlich werden sich auch noch bei anderen Gattungen elektive
Cystidenfirbungen herausstellen.

Damit sind die guten Eigenschaften noch lange nicht erschopft. Es werden ferner
elektiv gefirbt:

4. Oleiferen, z.B. metachromatisch rétlich, blau, intensiv schwarz, gelbschwarz,
braunschwarz etc.,

5. gewisse Pigmente, z.B. intensiv schwarz (manchmal genauso wie die Oleiferen!),
gelbschwarz, braunschwarz etc.,

0. gewisse intrazellulire, extrazellulire oder membranire Granula blau, violett oder
schwarz. Leider sind die Kerne meist nur schwer von diesen zu unterscheiden (bei
raschen Ubersichten!). Kerne werden also durch diese rasche Methode leider nicht elektiv
gefarbt.

7. Bei manchen Arten firben sich die Zellwinde z. B. schwarzweinrot, schwarzviolett.
Metachromasien der Wand zum Zellinhalt konnte ich mit der normalen, verdiinnten
Farblosung noch nicht beobachten. Differenziert man in so-prozentigem Alkohol, so
werden die Winde fast immer elektiv-dunkel hervorgehoben. Nach dieser Differenzie-
rung verschwinden aber die Metachromasien ebenso wie die homogene Firbung des
Zellinhaltes.

Sehr stark gefirbt werden, wie schon erwihnt, auch die Dermatocystiden und Haare
der Bekleidungen und sogar die Hyphen der verschleimenden Deckschichten (meist
elektiv schwarzblau, paynesgrau etc.). In diesen treten nach der Differenzierung in
so-prozentigem Alkohol sogar noch weitete Schleimelemente hervor.

9. Ganz dhnlich wie der homogen-weinréstliche Zellinhalt werden auch »Vakuolen«
und »Tropfen« gefitbt. Das besondets hiufige Auftreten derartiger Elemente (wohl
»Kunstprodukte«) kann vielleicht von spezifischer Bedeutung sein,

Bei dieser Farbung ist es wichtig, daB alles méglichst rasch vor sich geht. Die Farb-
16sung wird auf das Objekt aufgetropft, wobei man den Objekttriger nur ganz wenig
hin- und herbewegt. Dann muf sofort mit der Untersuchung begonnen werden. Wartet
man zu lange, so verblaBt die Farbe und verindert sich zusammen mit dem Objekt! (In
der Flasche hilt sie sich viel linger.)

Mit dieser einfachen Methode kann man sich diec meisten anderen Firbungen sparen.
Thr Wert wird noch dadurch erhsht, da Toluidinblau relativ sehr billig ist und das
Ergebnis durch eine gelegentliche leichte Tritbung des Priparates kaum beeintrichtigt
wird.

Firbungen der Zellwinde

Es ist bereits bekannt, dal das Melzerreagens nicht nur gewisse Sporenmembranen,
sondern auch Hyphenwinde zu firben vermag. Ebenso kennt man die Wirkung des
Kresylblaus, das in konzentrierter Losung (Aq.dest.) bei etlichen Arten die Membranen
metachromatisch firbt. An Stelle des Kresylblaus wurde schon das »Kresylechtviolett,
besonders stark metachromatisch (BAYER)« empfohlen, das in gesittigter Losung (Aq.
dest.) immer noch ein so helles Sichtfeld behilt, daB ein Zerreiben des Schnittes iibet-
flissig ist (siche FL.An., Seite 490-91, Kap. C, Abschn. 3°!). Die Metachromasien Rot—
Blau scheinen bei beiden Farbstoffen ziemlich die gleichen zu sein. Erprobt wurde hier das
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Brillantkresylblau (MERCK). Auffallend ist, daBl diese Metachromasien der Winde nus
bei den kleinen und kleinsten, schmichtigen Arten vorzukommen scheinen, nie bei den
groBen, fleischigen Arten.

Neben diesen Farbstoffen werden vor allem nochdas Kongorot und das Baumwoll-
blau angewendet (gemeint sind nut solche als »Baumwollblau« bezeichnete Farbstoffe,
die dem »Bleu acide C4B« nach Poirrier entsprechen). Sie kommen vor allem fiir
Exsikkate in Frage, da sie in den Flissigkeiten, die das Wiederaufquellen der Schnitte
bewirken, gelost werden kénnen. Das Baumwollblau witd in Milchsidure odetr Lacto-
phenol, das Kongorot in konzentriertem Ammoniak gelést (sieche Fl. An., Seite 489,
Kap. A, Abschn. 1°]). Da die wieder aufgequollenen Schnitte ungefirbt viel uniiber-
sichtlicher sind als (ungefirbte) Schnitte von frischen Pilzen, ist eine derattige Firbung
notwendig. Das Kongorot kann aber auch fiir die Untetsuchung von frischen Objekten
recht wertvoll sein, da es das Auffinden von Schnallen bedeutend erleichtert. Dabei soll
es erhitzt werden.

Die meisten anderen Zellwandfirbungen, z.B. solche nach Fixierungen, kommen fiir
die Systematik — weil zu umstindlich — kaum in Frage. Hier kann man nur rasche, direkte
oder auch simultane Methoden gebrauchen. So gibt es noch zahlreiche Farbstoffe, die un-
ter gewissen Umstanden die Windezu firben vermogen. Um nur einige Beispiele zunennen:

Das Borax-Toluidinblau wirkt auch hier, wie im vorhergehenden Kapitel be-
schrieben; auBlerdem reagieren bei vielen Arten (nicht bei allen!) sehr intensiv das Me-
thylenblau und vor allem das Borax-Methylenblau, mit dem man den frischen,
nicht vorbehandelten Schnitt ca. 3-15 Min. firbt. Danach erscheinen die Winde optimal
veilchenblau-schwarz. Dies ergibt oft eine scharfe, klare und recht elektive Zellwand-
firbung.

Bei Molybdin-Himatoxylin nach Clara (in voll ausgereifter, dunkelroter, 2—3
Jahre alter Losung) firbt man mit der unverdiinnten (1) Flissigkeit ca. 5—20 Min., spiilt
kurz in Brunnenwasser (l) ab und untersucht in diesem. Optimal erscheinen danach die
Winde violett-blauschwarz, alles iibrige blaBblau. Diese Firbung ist noch klarer, sauberer
und elektiver als die vorige! Hier wird man auch gewisse neue Schliisse auf die Beschaf-
fenheit der Pilzzellwinde, vielleicht der Pilzzellulose selbst, zichen kénnen. Es gibt nim-
lich eine (langwierige) Methode mit diesem Firbemittel, bei der ymukése« und »mukoide«
Substanzen verschieden gefirbt erscheinen. Allerdings firbt die erste, raschere Methode
die verschleimenden Bestandteile nicht so elektiv wie das Rutheniumrot.

Die Eigenschaften des Rutheniumrots wurden schon im 1. Teil (Z.f.P. 22/4) be-
schrieben. Es firbt die gewohnlichen Zellwinde nicht so stark wie die anderen zellulose-
firbenden Mittel. Durch miBiges (!) Erhitzen wird die Firbekraft verstirkt.

Unbedingt erwihnt werden mufl noch das Brillantvitalrot, das in Verbindung mit
anderen Reagentien (nicht substantiv!) ebenfalls die Winde zu firben vermag. So kann
es z.B. in allen moglichen Kombinationen und Methoden mit ammoniakalischer Silber-
16sung eine sehr starke Membranenfirbung bewirken. Ein Beispiel dafiir: Man vermische
eine kriftige, wisserige Brillantvitalrot-Losung kurz vor Gebrauch mit ammoniakalischer
Silberlosung und firbe ca. 30 Sek. bis 10 Min., wonach die Winde optimal schwarzrot
erscheinen. Auch dies ist eine elektive Zellwandfirbung. Moglicherweise wirkt sie bei
den einzelnen Arten verschieden-stark wie auch die folgende Methode:

Eine Verbindung des Brillantvitalrots mit anthrachinon-beta-sulfonsaurem Natrium,
dem sog. »Silbersalz« (das aber im Gegensatz zut ammon. Silberlésung mit Silber nichts
zu tun hatl), firbt — etwas schwicher als das Ammoniak-Kongorot — die Winde und vor
allem die Septen mit den Schnallen (!). Die optimale Mischungs- und Firbemethode ist
noch nicht bekannt; bisher wurde eine Verbindung in wisseriger Losung erprobt. Diese
Firbung ist insofern interessant, als dabei zuweilen-auch rasche Kernfiarbungen (z.B. in
den Basidien und Sterigmensporen) vorkommen: Schnitt hellrot, Winde etwas dunkler,
Kerne dunkelrot bis ockerbraun. Fiir den Biologen diirfte dabei von besonderem Reiz
sein, dal3 gelegentlich intrazellulire Bewegungen (vitaler, nicht chemischer Art) zu be-
obachten sind.
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Ferner ist die Bromwasserstoffsdure zu nennen, die als Zusatz zu den Lésungen
gewisser saurer oder Siurefarbstoffe die Zellwandfirbung verstirken kann. (Manche
Farbstoffe vertragen einen gewissen Prozentsatz dieser Fixierflussigkeit, ohne zu gerinnen
oder unwirksam zu werden.)

Zuletzt sei noch auf das Borax hingewiesen, das sicher auch noch mit anderen Farb-
stoffen eine Verstirkung der Membranenfirbung hervorrufen kann. Notigenfalls konnte
dazu ein Zusatz von Borsdure oder Alkohol-Borsiure kommen.

Ob es sich immer und iiberall um eine echte Durchfirbung der Zellwand handelt oder
ob nicht manchmal nur eine Konturzeichnung durch eine Art Adhisionsfiarbung vor-
liegt, kann noch nicht gesagt werden. In vielen Fillen wiirde aber beides fiir die
Systematik den gleichen Zweck erfiillen.

Anmerkungen zum I. und II. Teil der »Neuen Fitbungen ...« (Z.£P. 22/4 und 23/2):
1,3-Dioxy-Naphthalin, Reagens auf Oxalsiure, wurde als Ersatz fiir Anthracengriin genannt. Es
kann jedoch, was die Firbung der betreffenden Elemente angeht, die Manginreaktion kaum
ersetzen.

Chromalaun-Gallaminblau als Fitbemittel fiit die Otnamente det Cortinarius-Spoten: Bei An-
wendung von violettem Chromalaun ist die Wirkung etwas tiefer als bei der Verwendung von
griinem Chromalaun. Vielleicht ist eine Mischung von griinem und violettem Alaun am gunstig-
sten; moglicherweise kommt es auch hier — wie bei vielen andeten Farbstoffen und Reagentien -

auf die Reinheit oder auf gewisse (meist unbekannte) Verunteinigungen des Fabrikates an.
Ammoniak: Gemeint ist stets der gewohnliche Salmiakgeist, nicht konzentrietter NH,OH!

Makrochemische Farbreaktionen

Das Millon-Reagens ist nicht einfach eine Losung von Quecksilber in Salpetersiure,
sondern von ganz bestimmter Zusammensetzung und als eines der bekannten Reaktive
auf Eiweil3 wohl bei jedem Pilz mehr oder weniger wirksam, Die Reaktion verliuft meist
ziemlich einheitlich schmutzig-gelblichrosa und fast nie rapid. Eine einzige wirklich rasche
und intensive Ausnahme ist mir bekannt: Das (Hut-)Fleisch von Hygrophorus (Camaro-
Phyllus) pratensis Pers. wird fast augenblicklich satt- und dunkel-indischrot. Sicher wird es
moglich sein, das Reagens fiir die Pilze zu modifizieren; es ist allerdings stark giftig!

Eisessig-Benzidin: Die Wirkung des Benzidins in alkoholischer Losung wurde
beteits beschrieben. Lost man es z.B. in einer Mischung aus 1 Tl. Eisessig und 1 TL
96-prozentigem Alkohol, so treten rote Reaktionen viel hiufiger auf. Dies ist besonders
fir die Untersuchung der Psalliota-Arten wertvoll, wo ausgesprochen rote Reaktionen
mit Alkohol-Benzidin nicht vorkommen. Ob die Losung mit Eisessig auch fiit alle ande-
ren Gattungen giinstiger ist, erscheint mir zweifelhaft; denn bei diesen konnen rote Far-
ben auf die rein alkoholische Losung als besonders charakteristisch angesehen werden.
Notiert habe ich leider nur eine rote Alkohol-Benzidinreaktion fiir das Hutfleisch einer
Hygrophorus( Flygrocybe)-Axt; sie dauert hier ca. 16—20 Stunden, verliuft jedoch bei an-
deren Gattungen schneller. Die »Silber«- oder »Bleiglanzreaktion« von Hutbedeckun-
gen scheint beim Eisessig-Benzidin nicht vorzukommen.

Otcin (nicht Otceinl): Obwohl gtiine und blaue Reaktionen zu fehlen scheinen und
das Orcin oft wirkungslos bleibt oder nur schwach und langsam wirkt, ist es doch eines
der allerbesten Farbreaktive, das nuancenreichere Reaktionen hervorruft als die meisten
anderen. Es kann sehr verschiedene Farbtone erzeugen: Gelb, Schwarzbraun, Schwarz,
Orangerot, Lilarot, disteres Rotlila, Rot, Braun, Gelbbraun etc. etc. Hierin ist es den
Reaktiven mit besonders rascher und starker Wirkung (Guajak, Phenol, Guajakol) weit
iiberlegen. Sein Wert wird noch dadurch erhsht, da3 die Farbténe nicht so rasch wech-
seln wie z.B. bei Benzidin, Paraphenylendiamin etc. Man verwendet eine gesittigte Lo-
sung in so-prozentigem Alkohol. (Bei Angaben sollte stets die Firma des verwendeten
Fabrikates mit genannt werden, da es sehr auf die Qualitit dieses Reagens’ ankommt!)

Diacetin-Guajak: Von den franzosischen Mykologen wird nur eine blaue Guajak-
reaktion als positiv bezeichnet. Da nun die Farbreaktion auf den normalen Alkohol-
Guajak sehr oft dulerst dunkel wird und noch dazu die Oberfliche der Tupfstelle sehr oft
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einen Schimmer — fast wie beim Chitinpanzer eines Kifers — bekommt, weill man oft
nicht, ob man diese Farbe schon »Blau« nennen darf oder ob nur ein sehr diisteres,
leicht bliuliches Griin vorliegt. Lost man den Guajak in Diacetin (Glycerindiacetat), so
fillt der Oberflichenschimmer fort, und blaue wie griine Farben sind viel leichter als
solche zu erkennen. Glycerinither erfullt wahrscheinlich denselben Zweck. Notfalls
kann man auch in einer Mischung von Glycerin und Alkohol l6sen. ~

Anm.: Leider wurde der Serumvertrieb Marburg, der die BAYER-Farbstoffe und -Reagentien
fiihrte, aufgelost. Laut brieflicher Mitteilung des Serumvertriebes hat die Firma MERCK einen

groBen Teil davon iibernommen. Falls der eine oder andere von mir erwihnte Farbstoff nicht
erhiltlich sein sollte, so bin ich jederzeit bereit, kleine Gratisproben abzugeben. D. Verf.

Forschungs- und Erfahrungsaustausch

Dryophila sordida Kiihner und Hebeloma strophosum (Fr.)
Von W. Neuhoff

In Band 25 (S. 10-14) unserer Zeitschrift hat H. Schwobel eine ausgezeichnete Be-
schreibung der zuvor erst unzulinglich bekannten, in systematischer Hinsicht recht
schwierig einzuordnenden Dryophila sordida Kithn. veroffentlicht. Das Fehlen von Cysti-
den an den Lamellenflichen dieser Art ist in der Untergattung Flammula im Sinne von
Kiithner ebenso ungewohnlich wie der innen und auBlen weillliche Stiel; die tritben
Hutfatben lieBen Kiihner, den Entdecker der Art, an Beziechungen zur Gattung Hebe-
loma denken. Auch die langen, an der Spitze kopfig erweiterten Randhaare an den La-
mellenschneiden kommen in dhnlicher Form bei Filblingen (und bei einigen Arten der
Untergattung Pholiota) vor. Aber G. sordida Kiihn. hat glatte Sporen, wihrend sie in der
Gattung Hebeloma rauh sind, wenn auch bei einigen Arten (vgl. Kithner-Romagnesi,
Fl.Anal., S. 245, Abb. 378!) die winzigen Warzen der Sporenmembran so wenig in Er-
scheinung treten, daB noch J. E. Lange 1938 in dieser Gattung wiederholt von glatten
Spoten sprach.

Von dhnlich unsicherer systematischer Stellung zwischen Hebeloma und der alten
Gattung Pholiota ist nach Fries das im urspriinglichen Sinne noch ungeklirte Hebeloma
strophosum (Fr.). Bereits der erste Satz der Beschreibung in Fries’ Monographia (I, S.325)
enthilt eine iiberraschende Parallele zu der von Schwobel so gut beschriebenen Art:
»Ad amnium ripas, ... serotinus«, an den Ufern der Strome, spit im Jahr. Aber bei
Femsjo in Schweden, wo Fries den Pilz gefunden hat, gibt es keine schiffbaren, groBen
Fliisse, und so wird man den auffallenden Ausdruck sinngemif3 am ehesten mit »Ufer von
flieBenden Gewissern« iibersetzen diitfen. Auch Schwobel erwihnt als Standort nicht
nur die Altwasserufer des Rheins, sondern auch Auenwilder an Fliissen und Bichen. Die
zusitzliche Angabe bei Fries »an grasigen Stellen im Nadelwald« weicht gewil von
Schwobels Feststellung ab, aber bisher ist D. sordida etst so wenig gefunden worden,
daB vollige Klarheit iiber die Standortsverhiltnisse noch nicht vorhanden ist.

Die Stielbeschreibung von H. strophosum (Ft.) weist in den wesentlichen Kennzeichen
eine bemerkenswerte Ubereinstimmung mit Schwdbels Angaben bei G. sordida Kiihn.
auf. Besonders bezeichnend ist es, daBl der Stiel unterhalb des abgebogenen Ringes so-
wohl bei Fries wie auch bei Schwébel als »anliegend-weiliseidig iiberkleidet« charak-
terisiert wird. Daraus ergibt sich, daBl H. strophosum bei Lange als Fehlbestimmung
angesehen werden muf3; die Beschreibung (Fl. Agar. Dan. 111, S. 92) redet von einer
stiefelnden, dicht wollig-faserigen Stielbekleidung unterhalb des Ringes, und die Ab-
bildung (Taf. 118 D) zeigt einen Pilz, der sich von H. mesophaeum (Taf. 119 C) nur gra-
duell durch etwas stirker entwickelte abstehende Stielbefaserung unterscheidet; den Ein-
druck einer Pholiota hinterliBt die Abbildung keinesfalls.
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