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Die Wandstruk turen der Basidiosporen. IV. Clitopilus prunulus

Von H.Clémengon

Singer (1962) stellt die Gattung Clitopilus zu den Rhodophyllaceen, fir die
,unrunde Sporen, wie obtus-eckig bei Rhodocybe, stumpf lingskantig bei Clitopilus,
polyedrisch bei Rhodophyllus, sowie inamyloide, aber cyanophile Sporenwinde charakte-
ristisch sind.

Bei genauer Betrachtung der Sporen von Clitopilus prunulus mit dem Lichtmikroskop
(LM) konnen eine innere und eine dufere Wandschicht, ein wie eingepfropft aussehen-
der Apikulus und ein quer dariiber liegender Apikulardeckel unterschieden werden. Das
Elektronenmikroskop (EM) erlaubt festzustellen, dafl das dufiere Tegument eine
Tunica, das innere ein Corium ist.

Anmerkung wihrend des Druckes: Nach Abschlu des Manuskriptes fand in Lyon eine
Besprechung mit Prof. Kiihner und seinen Mitarbeitern statt mit dem Ziel, eine
gemeinsame und recidierte Terminologie zu begriinden. Die Ergebnisse werden in naher
Zukunft publiziert werden. Fiir die vorliegende Arbeit muf3 ,,Tunica* durch ,,Pseudo-
tunica® und ,,Corium* durch ,,Pseudocorium* ersetzt werden. Vgl. Besson 1972.

Im LM konnen Tunica und Corium am besten im optischen Querschnitt hochgestellter
Sporen vom Scheitel her beobachtet werden. In dieser Stellung sieht man, dafl die
Tunica iiberall gleich dick ist und ein stumpfes Sechs- oder Siebeneck bildet. Das
Corium erscheint als eingeschriebener Kreis, der das Polygon an den Flichen beriihrt
(Fig. 1, Einsitze A, C, D).

In Melzers Jodlosung nimmt das Corium eine leuchtend rotbraune Farbe an und kann
als feine, scharfe Linie geschen werden. Es ist in den Lingskanten der Sporen
leistenartig verdickt, ohne jedoch diese ganz auszufiillen (Fig.1,C). Die pseudo-
amyloide (= dextrinoide) Reaktion tritt nicht auf, wenn die Sporen mit Ammoniak
vorbehandelt worden sind. Die geringe Dicke des Coriums und dessen erschwerte
Erkennbarkeit in Seitenansicht der Spore sind wohl dafiir verantwortlich, da diese
Jodreaktion bisher nicht bekannt geworden ist. Tunica, Apikulus und Apikulardeckel
sind inamyloid.

Mit gleicher Klarheit kann das Corium auch mit Kresylblau dargestellt werden. Es firbt
sich metachromatisch lilarot und hebt sich gut von der schwach orthochromatisch blau
gefiarbten Tunica ab (Fig. 1, D). Apikulus und Apikulardeckel werden durch Kresylblau
nicht gefirbt.

Baumwollblau (Kotlaba und Pouzar 1964) firbt die Tunica blau (Fig. 1, A und
B). Junge Sporen zeigen eine stirkere Cyanophilie als reife. Die Sporenoberfliche
scheint dunkler gefirbt zu werden als die Tunica, welche im optischen Schnitt
leuchtend hellblau erscheint. In Ultramikrotom-Schnitten wird jedoch die gesamte
Tunica gleichmifig durchgefirbt, so daf} die dunkel erscheinende Oberfliche wohl auf
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eine optische Erscheinung zuriickzufithren ist. Auch der Apikulardeckel ist cyanophil,
wihrend das Apikularmark in Baumwollblau ginzlich ungefirbt bleibt. In den Pripara-
ten erscheinen daher die Sporen unten quer abgestutzt. Die abgestutzte Fliche wird
vom Apikulardeckel gebildet, wihrend der Apikulus selbst schwer sichtbar ist
(Fig. 1, B). Wie das Apikularmark bleibt auch das Corium ungefarbt.

Heifle Karminessigsdure ohne vorherige Metallbeizung firbt nur das Corium hellrot an.
Wird jedoch mit Schwermetallen vorgebeizt, z. B. mit der Losung FB (Cl1émenc¢on
1968), so nimmt die Tunica eine dunkel violett-braune Farbe an, wihrend das Corium
wiederum hellrot erscheint. Die dunkle Farbe ist auf Metallkomplexe des Karmins
zuriickzufithren. Die notwendigen Metalle werden wihrend der Beizung von der Tunica
aufgenommen. Der dunkle Tunicafirbung liegt der gleiche Mechanismus zugrunde wie
der Firbung der siderophilen Granulation der Lyophyllum-Basidie (Clémen-
¢on 1967), und ich schlage vor, solche Winde, seien es nun Sporentegumente oder
andere Zellwinde, ebenfalls ,,siderophil zu nennen.

Im Gegensatz dazu farbt das Karmin das Corium ohne Beizung schon, aber auch in
Gegenwart von Schwermetallen, hellrot an. Hier liegt eine direkte Karminfiarbung vor,
und solchermaflen farbbare Strukturen sollten eigentlich ,.karminophil® genannt wer-
den. Dieser Ausdruck wurde jedoch bereits fiir die Lyophyllum-Granulation vorgeschla-
gen (Kihner1938) und fand weite Verbreitung (Singer 1962, Moser 1967
u. a.). Deshalb schlage ich die Bezeichnung ,.eukarminophil* fiir die hellrote, direkte
Karminfirbung vor. Es ergeben sich damit folgende Moglichkeiten der Firbung mit
Karminessigsdure (KES):
a) ohne Beizung, in Abwesenheit von Schwermetallen:

hellrote Farbung: eukarminophil.
b) nach Metallbeizung oder in Gegenwart von Schwermetallen:

b1) dunkel violett-braune Firbung: siderophil.

b2) hellrote Firbung: eukarminophil.

Die Tunica von Clitopilus prunulus ist siderophil, das Corium eukarminophil. Apikulus
und Apikulardeckel werden nicht gefirbt. Junge Sporen sind stirker siderophil als reife.

Es ist eine Erfahrungstatsache, dal cyanophile Strukturen manchmal auch siderophil
sind, wihrend siderophile bisher ohne Ausnahme auch cyanophil waren. Bei Clitopilus
prunulus begegnen wir dem besonderen Fall, in einer einzigen Spore zwei verschiedene,
cyanophile Strukturen zu treffen, von denen eine (die Tunica) gleichzeitig auch
siderophil, die andere (der Apikulardeckel) hingegen asiderophil ist.

Rutheniumrot wird oft zum Nachweis von Mucopolysacchariden herangezogen, obwohl
die Firbung nur als ein Hinweis gewertet werden darf. Haufiger wird deshalb das
spezifischere Alcianblau verwendet. Die beiden Farbstoffe verhalten sich gegeniiber der
untersuchten Spore verschieden. Rutheniumrot farbt das Corium, Alcianblau den
Apikulardeckel. In einigen Sporen wird auch der Apikulus durch Alcianblau schwach
angefarbt.

Immer mehr werden Trypanblau und Direkttiefschwarz in der Mykologie verwendet.
Beide firben in unserem Falle nur den Apikulus. Alle iibrigen Strukturen bleiben auch
nach Erhitzen der Priparate ungefirbt.

Das chemische und firberische Verhalten der vier Wandstrukturen sind in der Tabelle 1
zusammengefafit.

Das EM oestitigt die vier lichtoptisch erkennbaren Wandteile, steigert die Genauigkeit
der Beobachtung und fiigt einige Erginzungen bei.
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Die Tunica ist ein 160-190 nm dickes, gleichmifig dunkles und wenig strukturiertes
Tegument, das ausnahmsweise und lokal nur 144 nm oder bis 224 nm erreichen kann.
Auf einigen Aufnahmen werden grobe Ungleichmifigkeiten sichtbar, die mit Sicherheit
Schneideartefakte sind und welche die Hirte der Tunica bezeugen (Fig. 1,4). In sehr
dinnen Schnitten erscheint die Tunica marmoriert und verrit eine geringe, echte
Heterogenitit dieses Tegumentes (Fig. 7).

Die Aufsenseite der Tunica ist scharf begrenzt und trigt ein durchgehendes, nur ca.
20 nm dickes Sporothecium (Fig. 1-4). Wegen der Feinheit und der elektronenopti-
schen Ahnlichkeit mit der Tunica kann es leicht iiberschen werden, und im LM ist es
vollkommen unsichtbar. In ginstigen Schnitten kann das Sporothecium in eine dufere,
helle und in eine innere, dunkle Schicht aufgelost werden (Fig. 1,3). Die helle
Aufenschicht, das Ektosporothecium, verschleimt, und der Schleim bildet dunkle
Klimpchen. Da8 das Sporothecium nicht unverriickbar mit der Tunica verklebt ist, geht
aus der Fig. 2 hervor, wo sie teilweise abgelost ist.

Das Corium erscheint hellgrau und strukturlos und ist 50—120 nm dick. In den
Lingskanten der Spore kann es auf das Dreifache verdickt sein. Damit wird die
lichtoptische Beobachtung der leistenartigen Verdickung bestitigt. Die Figuren S und 6
stellen zwei verschiedene Querschnitte durch dieselbe Spore dar. In der Fig. 5 ist das
Corium in den Ecken schwicher verdickt, als in der Fig. 6. Die Lingskanten werden
also nicht gleichmiflig vom Corium durchzogen, sondern dieses bildet lokale Verdickun-
gen aus. Diese entsprechen sehr wahrscheinlich den von Besson (1969) gefundenen
Warzen, welche nach Hydrolyse an Stelle der Lingskanten sichtbar werden.

Zwischen Corium und Tunica liegt ein leicht zu iibersehendes, nur 10—15 nm dickes
Epicorium, das in den Ecken des Querschnittes bis zu 300 nm erreichen kann und hier
auch sehr auffillig wird. Es ist heterogen und schaumig-blasig gebaut.

Wie schon in der ersten Arbeit dieser Serie (C 1€ me n ¢ on 1970) festgehalten wurde,
stellt das Epicorium kein selbstindiges Tegument dar, sondern leitet sich vom Corium
ab und ist eine Nebenschicht. In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, daf die Tunica
ebenfalls am Aufbau des Epicoriums beteiligt ist. Das Epicorium ist die mehr oder
weniger gut abgrenzbare Ubergangszone zwischen Corium und Tunica, in welcher sich
die beiden Tegumente auf charakteristische Weise durchdringen und so das chemisch
und wohl auch mechanisch verschiedene Sekundirtegument entstehen lassen. Auf diese
Verhiltnisse ist es zuriickzufiihren, daf die Innenseite der Tunica nicht scharf begrenzt
ist.

Die Tunica durchdringt das Corium mit einem System verfilzter und anastomosieren-
der, sehr feiner Adern (Fig.4). Stellenweise sind die Aderchen so angeordnet, daf
kleine, blasenartige Rdume von 10—30 nm Weite entstehen, die mit Corium ausgefiillt
sind. Das Corium wird auf diese Weise durch die Tunica aufgelockert und umgestaltet.
Wahrscheinlich wird durch diese Durchdringung der Zusammenhalt beider Tegumente
erhoht.

Uber dem Apikulus befindet sich der schon lichtoptisch feststellbare Apikulardeckel.
Im EM erscheint er dunkel und heterogen, ist aber von der Tunica durch eine hellere
Zone getrennt (Fig. 7). Basalwirts ist er abgeflacht und am Rand gerundet, nach oben
jedoch ist er lang und fein ausgezogen und geht in das Epicorium iiber. Die hohe
Elektronenundurchlissigkeit resultiert aus einer Verdichtung des oben beschriebenen
Tunica-Netzes. Der Apikulardeckel besteht aus verdichtetem Epicorium. Uber dem
Deckel liegt ein diinnes, durchgehendes Corium. Die seitlichen, hellen Zonen, die den
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Deckel von der Tunica trennen, sind unverdichtetes Epicorium. Dieses geht unter dem
Deckel in das Apikularmark iiber, welches aus aufgelockertem Epicorium besteht. Es ist
bemerkenswert, dafy die Tunica am Hilum (= Ansatzstelle des Sterigmas am Apikulus)
unterbrochen ist.

Diskussion

Corium, Epicorium und Tunica kommen in dieser Form und Reihenfolge bei Rhodo-
phyllus vor (Clémeng¢on 1970). Ihre exakte Wiederholung in der Spore von
Clitopilus prunulus bestitigt die Einteilung dieses Pilzes bei den Rhodophyllaceen.

In dieser Arbeit wird zum erstenmal die Feinstruktur des Epicoriums beschrieben. Es
handelt sich wie bei der Coriotunica um eine Vermengung von Tunica und Corium.
Diese einfache Aussage mufl durch eine Qualifikation des Zustandes der Vermengung
prizisiert werden. Zur klaren Gegeniiberstellung von Epicorium und Coriotunica seien
beide kurz charakterisiert.

Epicorium: Ubergangszone zwischen Corium und Tunica. Das Corium wird durch
sehr feine, oft anastomosierende Adern aus Tunica-Substanz scholligblasig aufge-
lockert. Spielt eine nebensdchliche Rolle in der Gestaltung der Sporenwand.

Coriotunica: Selbstindiges, meist dickes Tegument entstanden durch feine,
granulire bis mizellare, gleichmafige oder zonierte Dispersion der Tunicasubstanz
in der Corium-Matrix. Sehr oft sind beide Primartegumente vollstindig vermischt
und bilden nur eine einzige, manchmal zonierte Wandschicht. Morphogenetisch
wichtige und oft die einzige bedeutende Schicht der Sporenwand. Beispiele:
Cortinarius, Agrocybe.

In der alten, lichtmikroskopisch definierten Terminologie besitzen die Clitopilus-Sporen
ein Endospor und ein Epispor. Der Vergleich mit den vorliegenden Resultaten lifit
leicht erkennen, dafl das Epispor der Tunica, das Endospor dem Corium mit dem
Epicorium entsprechen. Nach klassischer Auffassung wird das Apikularmark vom
Endospor gebildet. Es handelt sich bei Cliropilus prunulus um das Epicorium, das sich
somit wie ein Endospor verhilt. Es muf betont werden, dal diese Verhiltnisse
vorlaufig nur fir Clitopilus prunulus gelten diirfen.

Methodisches

Untersuchter Pilz: Clitopilus prunulus (Scop. ex Fr.) Kummer, Kollektion Clémen -
¢ on 71/45, aufbewahrt in der Sammlung des Autors (LAU).

Priparation: Sporenpulver wurde iiber Nacht in feuchter Kammer aus frischen Hiiten
gesammelt und noch feucht mit Lithiumpermanganat fixiert. Nach Aceton-Entwisse-
rung wurde in Kunstharz (Spurr 1969) eingebettet. Ultramikrotom-Schnitte wurden
fir das EM mit Uranylacetat und darauf folgend mit Bleicitrat kontrastiert. Etwas
dickere Ultramikrotom-Schnitte wurden fir das LM auf Glasobjekttriger aufgezogen
und mit den iblichen Farblosungen und Reagentien wie normale Handschnitte durch
frische Pilze behandelt.
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Zur Erkennbarkeit feinster Strukturen mit dem LM: Wiederholt bin ich auf Unglauben

gestoflen, wenn ich berichtete, Strukturen von nur 0,05—0,1 u Dicke sehen zu kénnen.

Die Zweifler begrinden ihre Skepsis damit, dal das Auflosungsvermogen des LM
bestenfalls 3 nur)r\L B, = 0,25,560“m =0,21yum = 210nm sei, und da® kleinere
Strukturen nicht mehr erkennbar seien. Diese Argumentation ist falsch, denn Aufls-
sungsvermogen und Erkennbarkeit sind zwei verschiedene Sachen. Fir die Erkennbar-
keit eines kleinen, schwarzen Scheibchens vom Radiusr im Hellfeld gilt folgende
Beziehung:

. 0,08 - A _ 0,08-0,55 um

2 num. Ap. 2,60

= 0,016 um = 16nm

Fir dunkle Striche im Hellfeld ist die Erkennbarkeit sogar noch besser, und die
Breite b des gerade noch sichtbaren Striches ist
__001-x _ 001-0,55um _ _
D . Ap. 2,60 Ci002:m, = 2.

Damit ist erklart, weshalb Tegumente, deren Dicke weit unter dem Auflosungsvermo-
gendes LM liegen, dennoch klar gesehen werden konnen. Auflosungsvermogen und
Erkennbarkeits-Grenzen im LM werden auf verstindliche Weise von Fran¢on (1967)
diskutiert.
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Verdankung

Mit Unterstiitzung des Schweizerischen Nationalfonds zur Forderung der wissenschaft-
lichen Forschung, Nr. 3.517.71.

Tabelle 1: Chemisches und farberisches Verhalten der Wandstrukturen.

TUNICA ‘CORIUM APIKULUS APIKULARDECKEL
Melzer inamyloid PSEUDO- inamyloid inamyloid
AMYLOID
(= DEXTRINOID)
Kresylblau SCHWACH METACHRO- ufb ufb
ORTHO- MATISCH
CHROMATISCH
Baumwollblau CYANOPHIL ufb ufb CYANOPHIL
Karminessigsaure SIDEROPHIL EUKARMINOPHIL ufb ufb
Rutheniumrot ufb RUTHENIOPHIL ufb ufb
Alcianblau ufb ufb ufb oder BLAU
schwach blau
Trypanblau ufb ufb BLAU ufb
Direkttiefschwarz ufb ufb HELLGRAU  ufb

ufb = ungefarbt
Abstract

The wall structures of basidiospores. 1V. Clitopilus prunulus.

The spore wall of Clitopilus prunulus (Scop. ex Fr.) Kummer is composed of an outer,
inamyloid, cyanophilic, siderophilic and weakly orthochromatic pseudotunica and an
inner, pseudoamyloid (= dextrinoid), metachromatic, eucarminophilic, rutheniophilic but
asiderophilic pseudocorium, and an epicorium between those two teguments. The
structure and architecture of the epicorium is described. Above the apiculus there is an
apicular cover composed of condensed epitunica. The apicular medulla consists of dilute
epicorium. The pseudotunica is covered by a very thin sporothecium.

With iron-acetocarmin two different types of staining can be obtained: a dark
violet-brown colour due to metal-complexes, and a bright red colour due to direct
staining by the carmin. For the latter the term ,,eucarminophilic‘‘ is proposed.

The differences between light optical resolving power and the limits of visibility in the
light microscope are presented to avoid confusion.
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Fig. 1:  Querschnitt durch eine Lingskante der Spore. Co: Corium, in der Ecke verdickt;
T: Tunica, links unten mit Schneide-Stauungen; S: Sporothecium, das helle
Ektosporothecium wird unter dem Schleimklumpen als Zwischenraum sichtbar.
75 000:1. -

Einsdtze: A, B: Baumwollblau. Im optischen Quershnitt A ist das Corium als
schwach kontrastierter Kreis sichtbar; in B bildet der Apikulardeckel AD die
kleine, quer abgestutzte Fliche iiber dem schwer sichtbaren Apikulus. C: in
Melzer, Corium pseudoamyloid, in den Ecken leistenartig verdickt. D: in
Kresylblau, Corium metachromatisch, mit Griinfilter photographiert.
A—D 2000:1, Lichtmikroskop.
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Fig. 2: Querschnitt durch eine Lidngskante, Corium in der Ecke kaum verdickt,
Epicorium deutlich schaumig, Sporothecium z. T. abgeldst. 75 000:1.
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Fig. 3:  Sporothecium mit Schleimklimpchen Sch, Ektosporothecium EkS und Endo-
sporothecium EnS iiber der Tunica. Rechts Epicorium. 150 000:1.

Fig. 4 Kontinuitit der Tunica mit den dunklen Adern des Epicoriums. Schriger
Lingsschnitt durch eine Lingskante. 150 000:1.
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14

Fig, 5 und 6: Zwei verschiedene Querschnitte durch dieselbe Spore, die gleichen Lings-
kanten zeigend. In Fig. 5 ist das Corium wesentlich weniger verdickt, als in
der Fig. 6. Links die duflere Grenze des Coriums punktiert eingezeichnet.
30 000:1.
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Fig. 7. Medianer Lingsschnitt durch den Apikulus mit dem Apikulardeckel, dariiber das
Corium, darunter das Apikularmark. Hilum offen. 75 000:1.
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