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Nidulariales Nidulariaceae: Cvathus stercoreus (Schw.) De Toni
Cyathus olla (Batsch) Pers.

Tulostomatales Tulostomataceae: Tulostoma brumale Pers. ex Pers.

(descriptions déja Tulostoma fulvellum Bres. in Petri
publiees dans Tulostoma Petrii Bres. in Petri
Monthoux & Tulostoma squamosum Gmel. trans Pers.
Rollin, 1974)
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Das Trockengewicht der Sporen von Tricholomopsis rutilans
(Schff. ex Fr.) Sing.

Von J. Knecht, Lostorf

Einleitung

In der deutschen Zeitschrift fiir Pilzkunde befassten sich G. Gross in Band 38, 1972, und G.
Gross und A.Schmitt, in Band 40, 1974, unter anderem mit dem Sporenvolumen von Hymeno-
gaster usw. Da. wie sie schreiben, nach den liblichen Angaben der Sporenmasse die Korrelation
zwischen Lange und Breite fehlt. erachten sie das Gewicht als das einfachste und natlirlichste
Sporenmerkmal, und greifen wegen der Unmdoglichkeit, eine einzelne Spore zu wégen, zu der
«umstdndlichen» Berechnung des Sporenvolumens.

Mit dem Interferenzmikroskop ist es aber moglich, das Trockengewicht einer einzelnen Spore
zu ermitteln, was aber, zugegeben, nicht weniger umstédndlich ist.

Im folgenden sei nun als erstes Beispiel von Tricholomopsis rutilans die Bestimmung des Trok-
kengewichtes von Einzelsporen behandelt.
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Methodisches

Aus einer, fur statistische Messungen gesammelten Grundgesamtheit wurden einige Sporen
mittlerer Grosse ausgewihlt und moglichst genau (Lange und Breite) bei 1560facher linearer
Vergrosserung mit einem Okularschraubenmikrometer gemessen. Die Dicke in Richtung der
Mikroskopachse wurde durch die Messung von Gangunterschied und Lichtbrechung ermittelt.
Flir die Berechnung des Volumens spielt es dann keine Rolle, ob die Spore ein Rotationsellipsoid
oder ein Ellipsoid mit drei ungleichen Achsen darstellt.

Als Mikroskop diente ein Leitz-Dialux-Polarisationsmikroskop mit der Interferenz-Zusatzein-
richtung nach Jamin/Lebedeff.

Die Sporen wurden in verschiedenen Einbettungsmitteln gepriift. Glycerin, Vaselinol, Stern-
anisol, Triaethanolamin, destilliertes Wasser, Einschlussmittel L 15, n, [.515 und L 25.
ny 1,525 von Carl Zeiss AG. Von den ersteren vier Einbettungsmitteln wurde zuerst mit einem
Refraktometer nach Jelley die Lichtbrechung bei der D-Linie gemessen und im Griinen mit ei-
nem Linienfilter A=2546 nm und einem Interferenz-Mikrorefraktometer von Zeiss. der am Inter-
ferenzmikroskop verwendet werden kann. Die Eichung des Mikrorefraktometers (Messung der
Segmenttiefe) erfolgte gegen Wasser und Luft.

Parallelversuche mit Sporen, die einerseits zuerst mit Milchsdure gespannt wurden und ander
seits ohne diese Vorbehandlung, lieferten gleiche Ergebnisse.

Die Messungen der Gangunterschiede «I'» wurden mit dem neuen Kippkompensator (mit
MgF,-Plittchen) von Leitz, der es noch ermdglicht, '/,,° des Kippwinkels abzulesen, vorge-
nommen. Die genaue Kreuzung von Polarisator und Analysator sowie die Nulleinstellung der
Strahlenteilerplatte und des Kompensators wurden mit der Halbschattenplatte nach Mace de
Lépnay und einem Quarzdoppelkeil nach Wright tiberpriift.

Um die Resultate moglichst sicher beurteilen zu konnen, wurden von etwa 30 Sporen je S0
Gangunterschiedsmessungen gemacht. Die Lichtbrechung wurde nicht mit der Immersions-
methode mit Auswechseln des Einbettungsmittels bestimmt, sondern durch die Gangunter
schiedsmessungen.

Der Gangunterschied ist eine Funktion von der Dicke und der Lichtbrechung des Objekts. Aus
der Grundformel

I = d(n,-n,) (1
lassen sich diese berechnen, umgeformt um die Dicke zu bestimmen
I
d = ———
(n, - n,,) =
oder um den Brechungsindex zu bestimmen
I
n, = T + s (3)

Esbedeuten: I’ = Gangunterschied
d = Dicke des Objekts
n, = Brechungsindex des Objekts
n,, = Brechungsindex des Einbettungsmittels.
Da aber vorerst weder die Brechzahl noch die Dicke der Spore bekannt ist. muss der Gang-
unterschied in zwei verschiedenen Einbettungsmitteln gemessen werden. Die Objektdicke ergibt
sich dann aus der Formel
r-T,

n, -n, (4)

Hier ist I'; der gemessene Gangunterschied im Einbettungsmittel n, (Wasser), und I', der Gang-
unterschied im Einbettungsmittel n, (Glycerin).
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Mit diesen zwei Einbettungsmitteln wurde auch die Lichtbrechung der Sporen ermittelt. Hiezu

gilt die Formel 5.
- n,I'y —n,l’,
° I',=I, (5)

Nattrlich konnen die Messungen beim Arbeiten mit zwei Einbettungsmitteln nicht an ein und
derselben Spore durchgefiihrt werden, da man beim Wechseln nie mehr die gleiche Spore finden
wilirde. Um aber schliesslich alle Messungen an einer einzigen Spore durchzufiihren, wurden die
Gangunterschiede in einem Einbettungsmittel, aber bei zwei verschiedenen Wellenlangen des
Lichtes gemessen.

Zur Berechnung der Dicke dient wieder die Formel 4, wobei hier bedeuten:

[', = Gangunterschied bei Wellenldnge 2 1

I, = Gangunterschied bei Wellenlidnge A2

n, und n, = die Brechzahlen des Einschlussmittels bei den Wellenldngen A 1 und A 2.

Gleichzeitig mit dieser Zwei-Wellenlangen-Methode und der Formel 5 konnte auch das Bre-
chungsvermogen der gleichen Spore ermittelt werden. n, und n, sind wieder die Brechzahlen des
Einschlussmittels bei Wellenldngen A 1 und A2, sowie I'; und I', die Gangunterschiede bei Wel-
lenlange A 1 bzw. A 2.

Fir die Wellenldnge A2 wurde eine Natriumspektrallampe 25W plus Interferenzfilter fir die
Linie D = 589 nm beniitzt. Fiir die Wellenlange A1 wurde ein Prazisionslinienfilter mit dem
Maximum bei 544,5 nm einmal an einer 100-Watt-Niedervoltlampe und ein zweites Mal an
einer Quecksilberlampe HBO 200 W/4 benlitzt.

Mit einer andern Wellenlangenkombination wurden die gleichen Messungen wiederholt. Es
diente als Wellenlange 2.2 die Linie bei 544,5 nm (wie vorher fiir A1), aber flir die Wellenldnge
A1 die Quecksilberlinie bei 435,8 nm. Fiir letztere wurde die Lampe HBO 200 W/4 mit Blau-
filter BG 12 bentitzt. Die Prifung mit einem Pupillenspektroskop zeigte, dass nur diese Queck-
silberlinie & = 435.8 nm durchgelassen wurde.

Ergebnisse

Die Messungen mit der zuletzt erwdhnten Zwei-Wellenldngen-Methode werden hier als Haupt-
versuch betrachtet und die andern mehr oder weniger als Vorversuche. Diese Vorversuche waren
aber auch notig, weil, wie es in der Literatur heisst, die Wellenlangenmethode vom Standpunkt
der Zuverldssigkeit die ungiinstigste ist. Das will heissen, dass hier eventuelle Messfehler am
schwersten ins Gewicht fallen. Es wurde aber trotzdem hauptsdchlich mit dieser Methode gear-
beitet, weil damit anderseits die kleinsten Fehler aufgedeckt werden konnen.

Um tibrigens bei dieser Wellenldngenvariationsmethode nicht nur auf ein Resultat abstellen zu
mussen, wurde sie auf alle eingangs erwédhnten Einschlussmittel ausgedehnt.

Warum ist eigentlich die Lichtbrechung so wichtig? — Diese ist bekanntlich ber biologischem
Material (z. B.) abhédngig von der Konzentration der Zellsubstanzen wie Proteine usw.

n, = n,+a-C (6)
Nun wurde der Brechungsindex unserer Sporen zu ny,s= 1,472 und bei Wellenlange A = 544.5
nm zu n,3 = 1,474 gefunden. Die Konzentration ergibt sich dann durch die Beziehung
n, - o,

il (7

a

zu 76.44 %, wobei fiir beide Formeln 6 und 7 C = die Konzentration, n, = die Brechzahl der
Sporen, n, = die Brechzahl des Einbettungsmittels (Wasser = 1,334) und o = das spezifische
Brechungsinkrement (nach der Literatur 0,0018 flir Proteine) bedeuten.
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Nun zur Gewichtsbestimmung. Diese wurde flir jede Spore extra berechnet.
Nach der Grundformel 1 ist der Gangunterschied abhingig von der Dicke = d und der Licht-
brechung und somit auch von der Konzentration.

[ =wgqaC:d (8)

Da der Gangunterschied durch die Messungen bekannt ist, erhdlt man mit der Formel (nach
Grehn, 1959) das Trockengewicht.

r-Q

a - 100 (9)

T = Trockengewicht, « = spez. Brechungsinkrement (wie oben), Q = die mit dem Mikrometer
ermittelte Fldchenausdehnung (Lédnge und Breite der Spore gerechnet als elliptische Flache.
T -a-b).
Wird ein anderes Einbettungsmittel als Wasser verwendet, gilt die erweiterte Formel 10.
- ) S
a - 100 a - 100
Hier bedeuten zusatzlich n,, = Brechzahl des Einbettungsmittels, n, = Brechzahl von Wasser.
d = Dicke des Objekts. Bei einer Spore, 5,2 um lang und 4,8 um breit, wurde das Trocken-
gewicht zu 4,15 - 107! Gramm (= 41,5 Billionstelsgramm) bestimmt. Das Volumen errechnete
sichmit 4/3 - a b -czu 54,08 um’. Das Trockengewicht auf das Volumen bezogen gibt hier
76,64 %.
In der folgenden Aufstellung sind von einigen Sporen unterschiedlicher Grosse die Daten tber
Lange und Breite als elliptische Grundfldche, Dicke, Volumen, Trockengewicht und die Kon-
zentration angegeben.

(10)

Spore  Elliptische Dicke Volumen Trocken- Konzen-
Nr. Grundflache gewicht in tration
Lange x Breite Billionstels- in %
um? um um® gramm
| 19,60 4,15 54,08 41.5 76.64
2 22,38 5,05 78:32 57.6 76,46
3 18,06 4,1 48,64 37.2 76.60
4 21,59 5.05 72,69 55.59 76.47
5 26,71 4,5 79,24 60.2 76.05
6 19,07 4,3 54,66 41.8 76.46
7 31,40 4,65 97,31 74.4 75.46
8 30,50 4,6 92,48 69.8 75.94
9 18,84 4.8 60,30 46.0 76,32
10 22.83 5.2 79,22 60.2 75.85
Diskussion

Die Werte in der letzten Kolonne, Konzentration in %, sind aus dem Verhaltnis Trocken-
gewicht/Volumen berechnet. Es fallt auf, dass diese Werte immer um 76 % sind, gleichgtiltig
welche Grosse die Spore hat, z. B. Spore 7 verzeichnet das doppelte Volumen von Spore 3. An-
derseits gibt die Berechnung der Konzentration mittels der Formel 7, die sich auf das Bre-
chungsvermogen bezieht (Dicke und Volumen der Spore sind in dieser Formel nicint vorhanden).
in schoner Ubereinstimmung 76,44 %.
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Der Durchschnittswert von 76 % scheint hoch im Vergleich zu den lbrigen Teilen des Frucht-
korpers, wo ja der Wassergehalt meist mit etwa 80% angegeben wird. In den Sporen miissen
die Reservesubstanzen usw. doch konzentrierter vorhanden sein, dhnlich wie in den Samen der
Phanerogamen, wo das Trockengewicht 80-88 % ausmachen kann.

Bei der Berechnung des Trockengewichtes mit der Formel 9 oder 10 muss das Resultat «I" - Q»
und «Q - d» noch mit %2 multipliziert werden, da mit dem Zeichen «Q» die Grundfldche des Ob-
jektes, wo der Gangunterschied gemessen wird, gemeint ist. Wenn nun diese Grundflache hier
liber die ganze Spore (Ldnge und Breite als elliptische Fldche) gerechnet wird, geht dies als
zylindrischer Korper in die Rechnung ein, und nicht als ein Ellipsoid. Nun betrdgt das Volumen
eines in einem Zylinder eingeschriebenen Ellipsoids, gleich welchen Achsenldngen, genau %
vom Volumen des umschriebenen Zylinders.

Dank
An dieser Stelle sei dem Verein fiir Pilzkunde Olten und Umgebung gedankt, der flr die An-
schaffung der kostspieligen Mikroskoplampen besorgt war.

Zusammenfassung

Sporen von Tricholomopsis rutilans (Schff. ex Fr.) Sing. wurden mit dem Interferenzmikroskop
mittels Gangunterschiedmessungen auf Lichtbrechung und Trockengewicht untersucht. Der
Brechungsindex wurde im monochromatischen Licht (D-Linie) zung s = 1,472 und bei Wellen-
linge A = 544.5 nm zu n;;y = 1,474 gefunden.

Das Trockengewicht von einzelnen Sporen ergab Werte hoher als 30 und niedriger als 100 Bil-
lionstelsgramm. So hatte z.B. eine Spore mit 5,2 um Lénge und 4,8 um Breite ein Trocken-
gewicht von 4,15 - 107" Gramm.

Die Konzentration an Trockensubstanz, berechnet aus der Lichtbrechung oder aus Trocken-
gewicht/Sporenvolumen, zeigte einen konstanten Wert um 76 %.

Résume

Des spores de Tricholomopsis rutilans (Schff. ex Fr.) Sing. furent examinées selon une méthode
microscopique interférentielle sur leur refraction des rayons lumineux et leur poids a sec. L’indice
de réfraction fut trouvé dans une lumiére monochromatique a n,,,= 1,472 et par longueur
d’onde 544,5 nm a n,;, = 1,474.

Le poids a sec de spores isolées donna des valeurs supérieures a 30 - et inférieures a 100 billio-
niémes de gramme. Par ex. une spore de 5,2 um de longueur et 4,8 um de largeur avait un poids
asecde4,I5 107" gramme.

La concentration de substance seche, calculée de la réfraction des rayons lumineux ou du poids
a sec/volume sporique, montra une valeur constante de 76 %.

Literatur:

Grehn, J., 1959: Das Durchlicht-Interferenz-Mikroskop — ein Messinstrument des Biologen.
Leitz-Mitteilungen. 2.

Walter, F., 1962: Die Mikro-Interferometrie als quantitative Methode in der biologischen For-
schung. Leitz-Mitteilungen. 2.

Leitz: Pol-Interferenz-Einrichtung nach Jamin/Lebedeff. Anleitung.

Gross, G., 1972: Kernzahl und Sporenvolumen bei einigen Hymenogasterarten. Zeitschr. f.
Pilzk. 38.

Gross, G.. und Schmitt, J.A., 1974: Bezichungen zwischen Sporenvolumen und Kernzahl
bei einigen hoheren Pilzen. Zeitschr. f. Pilzk. 40.

Gahm, J., 1962: Durchlicht-Interferenzeinrichtung nach Jamin/Lebedeff. Sonderdruck aus
Zeiss-Mitteilungen.

105



	Das Trockengewicht der Sporen von Tricholomopsis rutilans (Schff. ex Fr.) Sing.

