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Elektronenoptische Diatomeen-Untersuchungen.

Von Kurt Miiklethaler und Rudolf Braun.

(Aus dem pflanzenphysiologischen Institut und dem Institut fiir spezielle Botanik
der Eidg. Technischen Hochschule in Ziirich.)

Eingegangen am 3. Juli 1946.

Seit der Entdeckung der ersten Synedra durch Leeuwenhoek
bis heute wurden die Kieselschalen der Diatomeen zur Priifung mikro-
skopischer Objektive verwendet. Die Schalen der Kieselalgen weisen
einen so regelméBigen und fein strukturierten Bau auf, daB zu ihrer Un-
tersuchung nur die besten Objektive zur Anwendung gelangen konnen,
und so war es verstindlich, daB die Kieselalgen von jeher eng mit der
- Entwicklung der mikroskopischen Optik verbunden waren. A b be
konnte an Hand seiner mathematischen Uberlegungen beweisen, daB die
Wellenléinge des sichtbaren Lichtes dem Auflésungsvermégen der mikro-
skopischen Objektive eine Grenze setzt. Erst durch die Erfindung des
Elektronenmikroskopes wurde diese Schranke durchbrochen. Wie zu
Beginn der mikroskopischen Forschung werden auch heute wieder Kie-
selalgen zur Priifung der Elektronenlinsen verwendet. Die ersten elek-
tronenoptischen Aufnahmen von Diatomeen versffentlichte Kraus e
(1936). Ardenne (1940) konnte an Hand stereoskopischer Doppel-
bilder von Pleurosigma angulatum W. Smith eine Innenstruktur der
Schale nachweisen, die den Biologen auch mit den raffiniertesten Unter-
suchungsmethoden verschlossen geblieben war.

Angeregt durch diese Arbeiten, hegannen wir im Frithjahr 1943 mit
dem ersten Schweizerischen Elektronenmikroskop der Firma Triib-
T&aduber in Zirich mit unseren Diatomeenuntersuchungen. Herr Prof.
Dr. O. Jaag und Herr Dr. F. Meiste r, die unserer Arbeit stets ein
groBes Interesse entgegenbrachten, stellten uns ihr mannigfaltiges
Diatomeenmaterial zur Verfiigung, wofiir wir ihnen zu Dank verpflich-
tet sind.

Die Kieselalgen eignen sich vorziiglich zur Einarbeitung in die elek-
tronenmikroskopische Technik, und zwar aus folgenden Griinden :

1. Man erhélt die ersten Hinweise auf die Art der Interpretation
der elektronenoptischen Bilder dadurch, daf man dasselbe Objekt auch
im Lichtmikroskop untersuchen kann. Andere mikroskopische Objekte
eignen sich dafiir weniger gut, da die elektronenoptische Untersuchung
eine Firbung der Objekte ausschlieBt; dadurch ist eine Parallel-Unter-
suchung mit dem Lichtmikroskop sehr erschwert. Es zeigte sich bald



Tafel 10

Abbildung 2.

Abbildung 3. Abbildung 4.
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Abbildung 6.

Abbildung 7.

Abbildung 9. Abbildung 8.

Sémtliche elektronenoptischen Aufnahmen wurden mit dem Elektronenmikroskop
der Firma Triib, Tduber & Co. in Ziirich im Laboratorium dieser Firma hergestellt.
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daf diese Bilder bedeutend schwieriger zu deuten sind als allgemein
angenommen wurde. Die Hauptschwierigkeit liegt nidmlich darin, daB
das Bild als Schattenbild auf dem Leuchtschirm erscheint. Es gelingt
nicht, durch spezifische Farbstoffe einzelne Komponenten anzufdrben
und zu kennzeichnen. Aus diesem Grunde ist es oft schwierig, festzu-
stellen, ob alle sichtbaren Einzelteile wirklich zum untersuchten Objekt -
gehoren oder ob uns nicht Fremdsubstanzen tiuschen.

Uber die riumliche Anordnung der Strukturelemente kann man sich
mit Hilfe von Stereobildern schnell und genau orientieren. Eine wich-
tige Voraussetzung hiefiir besteht darin, dafy alle Raumebenen des Ob-
jektes mit guter Schirfe abgebildet werden. Gerade diese Voraussetzung
ist fiir lichtoptische Systeme mit hoher Apertur unicht erfiillt, und die
Stereomikroskopie hat deshalb bisher nur untergeordnete Bedeutung er-
langt. -Das Elektronenmikroskop erfiillt die stereoskopischen Bedin-
gungen jedoch in idealer Weise und bietet somit die Mdoglichkeit, aus
einem einzigen Doppelbild die riumliche Anordnung festzulegen.

2. Die Kieselpanzer werden durch Vakuum und Elektronenbestrah-
lung nicht geschidigt. Wir konnten somit dieselbe Kieselalge wihrend
lingerer Zeit beobachten und photographieren, ohne daf eine Gestalts-
veriinderung eintrat. Bei organischen Objekten, soweit sie nicht in
diinnster Schicht auf der Trigerfolie liegen, treten schon nach einigen
Sekunden Verbrennungserscheinungen auf, so daf unrichtige Schlub-
folgerungen unvermeidlich sind. Als Beispiel erwihnen wir die Auf-
nahme eines Ultrafilters (Spurlin, Martin and Tennent, Jour-
nal of Polymer Science, 1, 72, 1946), welches angeblich eine schaum-
artige Struktur aufweist, in Wirklichkeit aber nur eine Blihungserschei-
nung, verursacht durch austretende Gase, darstellen diirfte. :

Einen mafigebenden EinfluB auf die Qualitit der Bilder haben fol-
gende Faktoren : _

1. Die Priparation der Diatomeen : Sie muB so erfolgen, daf mog-
lichst alles organische Material aus den Schalen herausgelost wird. Dies
erfordert die Anwendung starker Siuren und Laugen. Zartere Formen
werden bei dieser Behandlung natiirlich vernichtet.

2. Die Natur der Trigerfolie : Eine nachteilige Beeinflussung des
Bildes tritt ein, wenn die Trigerfolie ihre optimale Dicke iiberschreitet;
dann wird das Auflosungsvermogen betrichtlich verschlechtert. Wir
konnen deshalb sagen, daB das Auflosungsvermdgen von Objekt zu Ob-
jekt je nach Dicke verschieden ist. Maximale Auflosung haben wir erst
bei monomolekularen Schichten.

Die nachfolgenden Bilder beweisen aber, daB selbst bei so groben
Objekten wie Diatomeen Strukturelemente aufgeldst werden konnen,
die weit unter die lichtmikroskopische Grenze hinuntergehen. Zur bes-
sern Orientierung wird eine lichtmikroskopische Ubersichtsaufnahme des
betr. Objektes beigefiigt. Wir wihlten fiir unsere Untersuchungen einige
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der hiufigsten Kieselalgen des Seenplanktons; néimlich Tabellaria fene-
strata (Lynghb) Ktz., Fragilaria crotonensis K itton und Asterio-
nella formose (Hassa 1) “AuBer diesen hier angefiihrten Formen stu-
dierten wir noch einige Vertreter der (xattungen Cymbella, Diatoma,
Cyclotelle und Gyrosigng;- Woruber wir in einer spiteren ausfuhrhche—
ren Arbeit bérichten werden. =

Abb.1 (Tafel 10) zeigt eine lichtmikroskopische Aufnahme von
Tabellaria fenestrata in 240facher Vergroferung. Die einzelnen in Giir-
telbandansicht liegénden Zellen sind zu sternformigen Kolonien ver-
einigt. Die Rinder dieser Zellen scheinen vollkommen glatt zu sein, éine
Struktur der -Schale ist schwer zu erkennen. Das umrandete Stuck (1)
wird 8000fach elektronenoptisch herausvergroBert, was Abb. 2 (Tafel 10)
zur Darstellung bringt. Die Randlinie ist nicht glatt, wie bis jetzt ver-
mutet wurde, sondern besitzt auf der Seite der Epi- und Hypovalva
Stacheln, und zwar zirka 40 Stiick auf 10 u. Diese Stacheln diirften wohl
den Punktreihen entsprechen, die wir mit den stdrksten Systemen des
Lichtmikroskopes eben noch wahrnehmen konnen. Die Stacheln besitzen
eine Linge von 0,3 u. Nun aber zeigt sich, was bis jetzt unbekannt war,
dal auch das Giirtelband HuBerst fein strukturiert ist, indem in der
Richtung der Apikalachse feinste Punktreihen sichtbar werden, welche
Poren darstellen. Der Durchmesser dieser Poren betrigt 0,05 u, sie
reihen sich in ungefihr gleichen Abstinden regelm#Big aneinander. Das
Giirtelband entbehrt der Stacheln, diese sind auf die Valven beschriinkt,
wie aus Abb. 8 (Tafel 10) hervorgeht welche das Ende einer Tabellaria-
Zelle in 8000facher VergroBerung darstellt (umrandetes Stiick 2).

Fragilaria crotonensis zeigt im Lichtmikroskop das gewohnte Bild
von aneinandergelagerten, durch Gallerte verklebten Einzelzellen, die
wiederum in Giirtelbandansicht vorliegen (siehe Abb. 4, Tafel 10). Die
Rinder scheinen, wie bei Tabellaria femestrata, vollkommen glatt zu
sein. DaB dem aber nicht so ist, beweist uns Abb. 5 mit dem in Abb. 4
umrandeten Stiick in- 18 000facher eléktronenoptischer VergroBerung.
Auch bei diesem Objekt sehen wir das Profil der Schalenstacheln; diese
verlaufen aber nicht senkrecht zur Valvarebene wie bei Tabellaria,
sondern stehen siigezahnartig schief von der Schale ab. Auch ist das
Giirtelband hier wiederum stachellos, w1e am Zell bnde deutlich er51cht~
lich ist. :

 Asterionella formosa bildet sternformlge Kolonien aus Gallerte ver-

klebter Einzelzellen. Abb. 6 (Tafel 11) stellt Asterionella im Lichtmikro-
skop bei 170facher VergroBerung dar. Eine Struktur der in Giirtelband-
ansicht liegenden Schale ist nicht zu erkennen. Das umrandete Stiick
einer Einzelzelle, 25 000fach herausvergroBert, zeigt Abb. 7 (Tatel 11).
Die beiden Schalenhilften sind etwas gegeneinander verschoben. Wie-
derum ist das Giirtelband fein strukturiert durch Porenreihen, die in der
Richtung der Pervalvarachse verlaufen: Diese Poren konnen mit dem
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Lichtmikroskop nicht mehr aufgelost werden, weisen sie doch einen
Durchmesser von 0,05 u auf.

In Abb.8 (Tafel 11) ist der duBere Pol einer Asterionella-Zelle in
Schalenansicht bei 10 000facher VergroBerung dargestellt. In dieser Auf-
nahme kommt die Schalenstruktur besonders schon zum Ausdruck : Die
Poren sind zu regelmiiBigen, senkrecht zur Apikalachse verlaufenden
Reihen angeordnet. Diese Porenreihen ziehen sich nicht iiber die ganze
Schale hin, sondern werden in der Mitte deutlich getrennt durch die
Pseudoraphe. Das Zell-Ende ist nicht gleich strukturiert wie der iibrige
Teil, indem die Poren etwas kleiner. und nicht mehr in den gleichen

‘regelmifigen Reihen angeordnet sind, sondern in groBerer Zahl zu einem

siebartigen Gebilde zusammentreten. Diese Poren diirften wohl als Aus-
trittsoffnungen fiir Schleim dienen. Einige Priparate zeigten fidige Ge-
bilde, deren Natur wir nicht mit Sicherheit deuten konnten (Abb. 9,
Tafel 11). Es stellt sich die Frage, ob diese Fiden anorganischen oder
organischen Ursprunges sind. Einerseits 148t der starke Kontrast gegen-
iiber der Triagerfolie auf eine anorganische Substanz schlieBen (Kiesel-
séure ?), anderseits wire es denkbar, dal diese Gebilde Schleimfiden
darstellen, die von den Diatomeen ausgesch_ieden wurden, denn groBen-
ordnungmiBig stimmen sie mit den Porendurchmessern tiberein. Es wire
aber auch moglich, daB im ausgeschiedenen Schleim der Diatomeen an-
organische Einlagerungen vorhanden wéiren; auBlerdem konnen diese
Fidden in Beziehung zur Fortbewegung der Diatomeen stehen Alle diese
Fragen miissen noch eingehend gepriift werden.

Es gilt nun, durch moglichst volistindiges Herauslosen der orga-
nischen Substanz aus den Schalen diese soweit zu reinigen, dal sie noch
besser durchstrahlt werden konnen, als dies bei den vorliegenden ersten
Versuchsaufnahmen der Fall war; dann lassen sich vermutlich noch
weitere interessante Einzelheiten der Schalenstruktur nachweisen.
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