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Polarisationsoptische Untersuchungen an Kristallen
von Strobilurus esculentus

Polarization-optical research on the crystals of Strobilurus esculentus.

H. Kostyra
Institut für Botanik (Lehrstuhl für Botanik II)

der Universität Regensburg, D-93040 Regensburg

Summary - Anisotropie structures within Agaricales are analysed through
polarization-optical methods by the example of Strobilurus esculentus. The
crystal-optical specifications presented tetragonal calcium oxalate as cystide-
crystallisate. The meta-solid characteristic of this modification could be

proved. Anisotropic characteristics are found within many cellwalls in the
hymenium and trama of the lamella-plectenchym so that a statement about
textural elements within the hyphen wall becomes possible. The development
of idiomorphological crystal-forms can be directly reduced to the influence of
the excretion-shell. The taxonomical importance of the cystide-crystals and
their carrier-structures was analysed on the basis of a comparison between the

genera of Inocybe and Strobilurus. Compared to modern electronic methods the
polarization-microscopic analysis turns out to be a very useful alternative.

Zusammenfassung - Anisotrope Strukturen im Bereich der Blätterpilze
werden am Beispiel von Strobilurus esculentus mit polarisationsoptischen
Methoden untersucht. Die kristalloptischen Daten ergaben tetragonales
Calciumoxalat als Cystidenkristallisat. Das metastabile Verhalten dieser
Modifikation konnte nachgewiesen werden. Anisotrop verhalten sich auch
viele Zellwände im Hymenium und Trama des Lamellenplektenchyms, so
dass eine Aussage über Texturelemente in der Hyphenwand möglich wird. Die
Ausbildung idiomorpher Kristallformen ist unmittelbar auf den Einfluss der
Exkrethülle zurückzuführen. Die taxonomische Bedeutung der Cystiden-
kristalle und ihrer Trägerstrukturen wurde anhand eines Vergleiches der
Gattungen Inocybe und Strobilurus untersucht. Als Methode erweist sich die
polarisationsmikroskopische Analytik, verglichen mit modernen
elektronischen Verfahren, als eine sehr brauchbare Alternative.

Key Words: Agaricales, Strobilurus esculentus, calcium oxalate, weddellite,
crystallographic methods of analysis.
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1. Einleitung

Biogene Mineralvorkommen wie Karbonate, Sulfate oder Phosphate sind
auch in der Mineralogie Gegenstand intensiver Forschung. Oxalate hingegen,
die keine nutzbaren Lagerstätten bilden, haben vergleichsweise wenig Beachtung

gefunden. Sie wurden erst interessant, als ihr Vorkommen in Sedimenten
nachgewiesen werden konnte und ihre beiden Modifikationen als Whewellit
und Weddellit Eingang in die mineralogische Literatur fanden. Ihre Röntgen-
strukturen wurden bestimmt (FlONEGGER, 1952). Die erstaunliche Vielfalt
der Kristallformen dieser sedimentär gebildeten Oxalate hat GOLDSCHMIDT
(1923) übersichtlich in einem Bildatlas dargestellt.

Mit einer auffällig reduzierten Flächenkombination finden sich die beiden
Oxalatmodifikationen im lebenden Organismus wieder. Als kristalline
Ausscheidungsprodukte sind sie wichtige Indikatoren von Stoffwechselvorgängen,

für die sich Biologen und und Mediziner gleichermassen interessieren.
Zahlreiche Arbeiten befassen sich mit dem Vorkommen von kristallinen
Oxalaten im Harnsediment von Tier und Mensch sowie auch in den Geweben
höherer Planzen. FREY hat 1929 und später 1981 (unter dem Namen FREY-

WYSSLING) in grundlegenden Arbeiten die kristallinen Residuen der
Gefässpflanzen untersucht und damit eine über 300 Jahre dauernde intensive
Forschung (PHILIPSBORN, 1954) zu einem vorläufigen Abschluss gebracht.

Erst in den letzten 30 bis 40 Jahren wird das Vorkommen von Kristallen in
Pilzgeflechten beschrieben. Untersucht wurden Zygomyceten (URBANUS et
al., 1978), Ascomyceten und besonders die Aphyllophorales-Gruppe, deren
Vertreter meist reichhaltiges Kristallmaterial liefern. Ganz anders und um
vieles schwieriger gestalten sich Untersuchungen, wenn Cystiden als Träger
von Kristallausscheidungen auftreten. Bei den Agaricales ist das die Regel. In
diesem Bereich sind nur wenige Arbeiten erschienen, so z.B. über Kristallisate
in der Gattung Inocybe (WATERKEYN et al., 1992; KOSTYRA, 1993). Deshalb
erschien es angemessen, die bisher gewonnenen Erfahrungen über Cystiden-
kristallisation zu erweitern. Dazu wurden die Kristallabscheidungen verschiedener

Strobilurus-Arten auf Oxalat und andere mögliche Verbindungen
untersucht. Neben der biologischen Untersuchung kamen vor allem
kristalloptische Methoden zur Anwendung. Zusätzliche mikrochemische und
elektronenoptische Verfahren dienten der Absicherung der Ergebnisse.
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2. Material und Methoden

2.1 Material
Von der Gattung Strobilurus wurden drei Arten untersucht: S. esculentus,

S. stephanocystis und S. tenacellus. Nur S. esculentus produziert genügend
Kristalle für eine methodisch vielseitige Analyse. Deshalb beziehen sich die
folgenden Untersuchungen fast ausschliesslich auf diese Strobilurus-Art.

Für eine Kristallbestimmung ist die Verwendung von Frischmaterial nicht
unbedingt erforderlich. Exsikkate genügen weitgehend. Untersucht wurde
Herbarmaterial aus dem Botanischen Institut der Universität Regensburg. Um
Entwicklungsstadien in der Kristallbildung zu erfassen, wurde jedoch
Frischmaterial verarbeitet. Zur Herstellung mikroskopischer Präparate wurden trok-
kene Pilzlamellen in Kunstharz, Frischmaterial dagegen in Glyzerin
eingeschlossen. Quetschpräparate mit verdünnter Kalilauge haben sich nicht
bewährt; die Lauge löst die Kristalle und bildet beim Eintrocknen störende
Kristallmuster.

Polarisationseffekte im Plektenchym der Pilze können nur bei einer
Präparatdicke von weniger als 20 pm beobachtet werden. Dazu wurden Mikrotomschnitte

von Paraffinmaterial hergestellt.

2.2 Methoden
2.2.1 Optische Mikroskopie
Die Untersuchung der Cystidenkristalle wurde in der Hauptsache mit

einem einfachen Polarisationsmikroskop der Firma Zeiss durchgeführt. Ver-

grösserung etwa 400-800-fach. Folgende in der Mineralogie übliche
Polarisationsausrüstung kam zur Anwendung:

Polarisator:
Das Filter im Fuss des Mikroskops liefert einen Lichtvektor in der Medianebene

(Richtung vom Mikroskop zum Beobachter NS-Richtung). Dieses
linear polarisierte Licht soll im folgenden mit 1PL bezeichnet werden. Es erzeugt
ein Hellfeld.

Analysator:
Das zweite Polarisationsfilter, in Kreuzstellung in das Tubusrohr

eingeschoben, löscht den Polarisationsvektor (=2PL-Stellung). Es entsteht ein
Dunkelfeld durch kreuzpolarisiertes Licht (=2PL-Dunkelfeld). Zwischenstellungen

können notwendig werden, z.B. 1,5PL. Dies bedeutet eine Filterkreuzung
von 45°.

Drehtisch:
Er erlaubt die zentrierte Drehung des Objekts. Gemessen wird im

Uhrzeigersinn. Besondere Winkelstellungen - orthogonal oder diagonal - sind aus
Abb. la ersichtlich. Die Richtung 135° heisst Regelstellung.
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Abb. 1: a — Orientierung des Gesichtsfeldes im Polarisationsmikroskop. Die Ellipsen im oberen Teil
sind Schnittellipsen der Indikatrix. (Aus CZAJA, 1974). b - Nachweis der Doppelbrechung eines

anisotropen Objektes im 2PL-Dunkelfeld. Orthogonale Stellung: Auslöschung, diagonale Stellung:
maximale Helligkeit. (Aus CZAJA, 1974).

Abb. 2: Cystidenkristalle von S. esculentus bei steigender Vergrösserung im 2PL-Dunkelfeld. Ver-

grösserung 100- und 1500-fach.

94



H. Kostyra. 1997

Polarisationsoptische Untersuchungen an Kristallen von Strobilurus esculentus

Kompensator:
Der Kompensator Rott, ein Gips- oder Quarzplättchen, verändert den

Gangunterschied (r) der beiden Lichtvektoren und damit die Interferenzfarbe

in additiver oder subtraktiver Richtung (s. LEVY-Tafeln).
Drehkompensator:
Dieser wird anstelle des Gipsplättchens verwendet. Er ermöglicht die Messung

der Doppelbrechung (A). Das ist die Differenz der beiden extremen
Brechungswerte (n7 - n„ A). Zur Anwendung kommt ein Drehkompensator
von Ehringhaus.

Anmerkung: Zur Einführung in die Polarisationsmikroskopie siehe CZA-
JA (1974), MÜLLER & RAITH (1981).

Obige Ausrüstung reicht aus für die visuelle Bestimmung kristalliner Ex-
krete bei Strobilurus oder anderen Pilzen. Für den Biologen erschliesst der Einsatz

der Polarisationsoptik neue Arbeitsgebiete. In vielen Fällen genügen nämlich

die optischen Phänomene für das Erkennen bzw. Unterscheiden von
Kristallen. Ausserdem eröffnet das 2PL-Dunkelfeld neue Wege zur Beobachtung

und Deutung strukturbedingter Anisotropien in Zellwänden und
Zellinhaltsstoffen (CZAJA, 1974; FREUND, 1957). Für Fotoaufnahmen stand ein
Olympus-Mikroskop BH2/Pol zur Verfügung, das computergesteuerte
Langzeitbelichtungen ermöglichte. In einigen Fällen mussten vergrösserte Kopien
der Originalaufnahmen angefertigt werden.

2.2.2 Rasterelektronenmikroskopie
Präparation: Paraffinschnitte wurden auf den Objektträgerblock geklebt

und mit Xylol entparaffiniert. Sputtern unter Argon mit Gold.
Aufnahmen: Staatl. Forschungsinstitut f. A. M., Regensburg.
Gerät: JSM - 840/LGS (EDAX) der Firma Kontron.

2.2.3 Chemische Charakterisierung der Kristalle
Das Lösungsverhalten der Kristalle wurde mikrochemisch mit Salzsäure,

Schwefelsäure und Essigsäure getestet. Alle Säuren etwa In.
Der Nachweis der Kationen erfolgte in situ mit Hilfe der weilenlängen- und

energiedispersiven Röntgenanalyse (Firma Siemens München, Gerät: Mikro-
sonde von ARL).

Das Oxalat-Anion wurde mikrochemisch aufgrund seines Lösungsverhaltens

in Mineralsäuren und seiner oxidativen Wirkung in essigsaurer Kalium-
permanganatlösung nachgewiesen.
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3. Resultate

3.1 Beobachtungen im 2PL-Dunkelfeld
Bei Hellfeldbetrachtung sind Kristalle im Strahlengang eines Normalmi-

kroskopes kaum auszumachen, da sich ihre Lichtbrechung von der des

Einbettungsmittels nur wenig unterscheidet. Wird jedoch der Analysator in
Kreuzstellung eingeschoben, so entsteht ein tief dunkles Gesichtsfeld (das 2PL-

Dunkelfeld), in dem die Kristalle in Diagonalstellung maximal hell leuchten
(vgl. Abb. lb). Prüft man mit 1,5PL-Einstellung, so erscheinen unter den
Leuchtflecken die Pleurocystiden als Träger der Kristalle. Im 2PL-Dunkelfeld
erkennt man bei entsprechender Vergrösserung Kristallite, die in charakteristischer

Weise ein dunkles Mittelfeld einschliessen (Abb. 2a). Diese für S. escu-
lentus kennzeichnende Anordnung soll im folgenden als «Kristallkreis»
bezeichnet werden. Erst bei maximaler Vergrösserung (>400-fach) werden auch
Umrisse von Kristallen erkennbar. Sichtbar werden sie als flächenhafte Projektionen

der räumlichen Körper, die sich in die Schärfenzone des Mikroskops
abbilden (Optische Querschnitte, Abb. 2b). In solchen Kristallkreisen findet
man eine Fülle von Formen, die sich erfahrungsgemäss auf einige Grundtypen

Abb. 3: Der Kristallkreis von Abb. 2b in stark vergrösserter Kopie, graphisch etwas interpretiert, zeigt
Grundtypen von optischen Kristallquerschnitten (Kristallaspekte). Zeichen Winkel a 60°.

Abb. 4: Häufige Kristallaspekte im mikroskopischen Bild: Raute, Quadrat und Teilformen (Halbraute

und Halbquadrat).

«MBe
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einschränken lassen. Abb. 3 soll die Beobachtungen erläutern und zwar an
einer stark vergrösserten Kopie des in Abb. 2b fotografierten Kristallkreises. Im
Ergebnis treten immer die gleichen Umrissformen auf: Raute, Halbraute, Quadrat

bzw. ein Teil davon. Abb. 4 zeigt die Übersicht der Idealumrisse. Die Halbraute

ist von allen Formen der häufigste Kristallaspekt und so kennzeichnend
für S. esculentus, dass sie taxonomische Bedeutung erlangen könnte. Der
quadratische Aspekt ist sehr selten. Das hängt mit der lateralen Insertion am Cy-
stiden-Apex zusammen. Teilquadrate im Kristallkreis sind häufiger. Dagegen
findet sich das Vollquadrat öfter im Lamellentrama isoliert von den Cystiden
(«Isolat-Kristalle»). Im Hellfeld werden bei günstiger Lichtführung feine
Diagonalen sichtbar (Abb. 4).

3.2 Optische Kristallanalyse
Krisallite von 2 bis 5 pm sind morphologisch nur schwer zu erfassen. Auch

starke Vergrösserungen, der Einsatz von Phasen- und Interferenzkontrast-
Methoden oder auch Rasteraufnahmen erbringen keine sichere Bestimmung.
Dagegen ermöglicht die kristalloptische Ausmessung mikroskopischer
Umrissformen in vielen Fällen eine ausreichend genaue und besonders vielseitige

Identifizierung. Dies soll im folgenden an einem Verfahren gezeigt werden,
das auch von Biologen mit etwas polarisationsoptischer Erfahrung (FREY,
1929) erfolgreich durchführbar ist. Zumindest können die optischen Phänome
für taxonomische Abgrenzungen hilfreich sein.

Abb. 5: Ein Halbrautenkristall auf dem Drehtisch

in orthogonaler und diagonaler Lage.

Kristalloptischer Aspekt im 2PL-Dunkelfeld;
a - symmetrische Auslöschung, b - maximale

Helligkeit, c, d - Farbaspekte bei Kompensation

mit Rott. K Kompensator mit eingezeichneten

Lichtvektoren.
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3.2.1. Beobachtungen auf dem Drehtisch
Zur Untersuchung eignen sich Kristallumrisse mit symmetrischer Gestalt,

wie z.B. die Halbraute von Abb. 3 in einer Bildfolge der Abb. 5a-d. Bei einer
azimutalen Drehung um 360° wird der Kristall in der orthogonalen Richtung
viermal dunkel (symmetrische Auslöschung), in den diagonalen Lagen viermal

hell mit einer weissen Interferenzfarbe (MICHEL-LEVY, 1982). Bei
Anwendung des Gipskompensators Rotl entsteht eine blaue oder gelbe
Interferenzfarbe, je nach dem Azimut der Halbraute. Der streng quadratförmige
Umriss dagegen bleibt in allen Azimuten dunkel (Abb. 6a, b). Daraus folgt: In
Richtung der Flächennormalen auf das Quadrat verhält sich der Kristall
isotrop und deshalb ist er auch im 2PL-Dunkelfeld kaum zu sehen.

Abb. 6: Kristallquadrate im 2PL-Dunkelfeld bleiben in allen Azimuten dunkel, a - S. esculentus -
Kristalle, isoliert im Lamellentrama (500 : 1). b - Kristallquadrate aus einem Harnsediment zeigen
den gleichen Dunkeleffekt (500 :1).
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3.2.2 Auswertung der Beobachtungen
Diese erfolgen nach kristallographischen Gesichtspunkten und führen zur

Identifizierung. Das aber erfordert die Feststellung der Symmetrie und eine
Erfassung der stoffbedingten optischen Eigenschaften.

Symmetrie:
Der Ansatz einer Bestimmung liegt bei den dunklen Quadraten (Abb. 6a).

Die Normale auf das Umrissquadrat ist eine optische Achse und mit Bezug auf
das Quadrat vierzählig. Beide Beobachtungen verweisen auf das tetragonale
Kristallsystem. Der nächste Hinweis ergibt sich aus der Beobachtung im Hellfeld

(Abb. 4). Die Quadratdiagonalen des sog. «Briefkuverts» sind die Projektionen

von Pyramidenkanten, genauer einer Bipyramide im Grundriss. Somit
können die Strobilurus-Kristalle vorläufig der tetragonal-bipyramidalen Klasse

zugeordnet werden.

Diskussion:
Die Bipyramidenform ist nicht nur aus dem Grundriss von Kristallisolaten

zu erschliessen; sie wird direkt sichtbar als Raute oder Halbraute im Kristallkreis

der Cystide. Bipyramiden treten auch im rhombischen System auf. Dies
würde aber, kristalloptisch gesehen, Zweiachsigkeit voraussetzen. Eine zweite

optische Achse konnte jedoch nicht gefunden werden. Andere Klassen des

tetragonalen Systems können im Hinblick auf Kristallform und Grundriss
ausgeschlossen werden.

Vorläufiges Ergebnis: Die Strobilurus-Kristalle besitzen tetragonale
Symmetrie. Sie gehören zur tetragonal-bipyramidalen Klasse (4/m nach HER-
MANN-MAUGUIN). Die aus dieser Symmetrie resultierende Kristallform ist
in Abb. 7 skizziert. Eine vierzählige Hauptachse c steht senkrecht auf der
einzigen Symmetriebene ABCD. In dieser Ebene verlaufen die beiden gleichlangen

Nebenachsen a, und a2. Flächen, welche eine Achse schneiden oder zu ihr
parallel laufen, werden entsprechend indiziert, z.B. die Pyramidenflächen
ADE (101) oder CDE (011). Aus Symmetriegründen repräsentiert eine Fläche

auch den entsprechenden Körper, z.B. (101) die Bipyramide.1
Die bisher festgestellten Eigenschaften liefern Auswahlkriterien für eine

ganze Gruppe von Mineralien, unter denen sich auch das tetragonale
Calciumoxalat vorfindet Gegenüber den anderen Gruppenmineralien sind aber
die bipyramidale Form und die biogene Entstehung ein Indiz für das Vorliegen

des Polyhydrats. Zur Absicherung dieser Annahme sollen im folgenden
1

Flächensymbole geben die Abstände an, in denen eine Fläche die drei Kristallachsen schneidet

(in 1, 2 usw. Abständen) oder zu ihnen parallel läuft (0). So bedeutet (101) eine Fläche,
die im tetragonalen System die Achsen a, und c im Abstand 1 schneidet und zur a2-Achse

parallel läuft.
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Abb. 7: Tetragonale Bipyramide mit den Achsen a und c sowie den zugehörigen Brechungsindices.
Die stark reduzierten Prismenflächen sind weggelassen.

Abb. 8: Bestimmung der Doppelbrechung im Kristallkreis mit dem Drehkompensator. Der Kreis liegt
im Bereich von 100-150 nm Gangunterschied, d.h. im Weiss I.Ordnung. Die dunklen Kristalle in
Absorptionsstellung zeigen volle Kompensation. (Vergrösserte Kopie nach Originalaufnahme).

Abb. 9: a - Orientierung von Bipyramiden im Kristallkreis, d.h. am Cystidenquerschnitt. Position 1

und 2 - Halbrauten in verschiedener Orientierung; Position 3 - Halbquadrat, b - Kristallwachstum
aus Position 2 kann zur Ablösung und Bildung von Isolat-Kristallen führen.

10 gm
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kristalloptische Eigenschaften dienen, die eine substantielle, d.h.
kristallchemische Aussage ermöglichen.

Doppelbrechung (A):
Gemessen wird der Gangunterschied (r), den die beiden Lichtvektoren im

Kristall bestimmter Dicke (d) erfahren. Dann ist A T/d. Man wählt nun
einen Halbrautenkristall. Die maximal hohe Interferenzfarbe (weiss I. Ordnung)
zeigt an, dass die Extrema der Lichtbrechung n., und n„ in der Azimutebene
liegen (vgl. Abb. 5 und 7). Gemessen wurde mit dem Kompensator von Eh-
ringhaus in Subtraktionsstellung. Durch Drehen eines Quarzplättchens
verschwindet der Gangunterschied und die Kristalle erscheinen dunkel. Diese
Situation ist in Abb. 8 festgehalten. Aus einer Reihe von 10 Messungen wurde
eine Doppelbrechung von 0,025 ermittelt, ein Wert, der sehr genau das Poly-
hydrat anzeigt, das Monohydrat (A 0,159) aber sicher ausschliesst.

Lichtbrechung:
Die Lichtbrechung anisotroper Körper ist richtungsabhängig und muss

deshalb im 1PL-Hellfeld für jede Richtung gesondert bestimmt werden und
zwar durch Eintauchen in Immersionsflüssigkeiten bekannter Brechung. Dieses

sehr aufwendige Verfahren mit unsicheren Resultaten wurde für Strobilu-
rws-Kristalle durch eine verkürzte Version ersetzt, die später beschrieben wird.
Ergebnis siehe Tabelle!

Die Lage der Indikatrix:2
Zu entscheiden ist, ob die grosse oder die kleine Halbachse, ob ry oder n„

mit der kristallographischen c-Achse übereinstimmt. Die Messung erfolgt, wie
Abb. 5d zeigt, mit dem Kompensator Rotl in Regelstellung. Demnach stimmt
n.;, mit der c-Achse überein. Der Kristall besitzt einen optisch positiven
Charakter (Chm +).

Das Achsenverhältnis:
Der Quotient aus den Achsenabschnitten a/c ist ebenfalls eine Stoffkonstante.

Gemessen wird der halbe Flächenwinkel (Abb. 7, Winkel EGM). Er kann
im Halbrautenumriss direkt gemessen werden. Das Ergebnis ist

a : c 1 : 0,432.

2 Indikatrix: Optische Bezugsfigur. Im tetragonalen Kristallsystem ist die Indikatrix ein
Rotationsellipsoid. Die Rotationsachse fällt mit der Hauptachse (c-Achse) des Kristalls
zusammen. Die Halbachsen des Ellipsoïdes entsprechen zahlenmässig der im Kristall
auftretenden maximalen (ry) und minimalen (n„) Lichtbrechung.
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