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Summary

An improved and simplified method for the preparation of Pleurax, a medium of high refractive
index, has been worked out. Examples are given for making slides of cleaned diastom frustules, of
whole plankton samples without or with nuclear staining, and of meristems of higher algae, In all
these cases the cell walls are made to stand out by embedding the material in the resin, Finally,
& simultaneous mounting-staining method on the basis of pleurax and trypan blue is described which
exhibits good specifity for the thecal sutures of whole fixed thecate dinoflagellates.

Das von HANNA hergestellte und 1949 in die Mikroskopie eingefiihrte Kunsthars Pleurax ist
wegen seiner Loslichkeitseigenschaften und wegen seines hohen Brechungsindex (np 1,76) ein sehr
wertvolles, vor allem fiir Diatomeen und fiir gepanzerte Dinoflagellaten, aber auch zux Sichtbar-

machung der Zellwinde anderer Algen mit oder ohne Zellinhalt geeignetes EinschluBmitbel, Wir
beachten zuniichst fiber ein verbessertes Herstellungsverfahren,

Die Herstellung von Pleurax

Nach der Vorschrift TAnNas werden Schwefel (40 g) und Phenol (100 g) mit wasserfreiem
Natriumsulfid (2 g) als Katalysator kondensiert, danach vom Phenoliiherschuf befreit und das Harz
schliefilich in Alkohol, Aceton oder Isopropanol zur Balsamkonsistenz gelost, Binige Nachteile dieses
Vorgehens suchten wir im Laufe der Zeit zu eliminieren.

- Zunichst erschien ungiinstig, daB die 8 genannten Lsungsmittel niedrige Brechungsindices
besitzen (np = 1.862 bzw, 1,369 baw. 1,378). Daher liegt auch der Brechungsindex des mit ihnen
hg_rges};ellten Balsams unnétig tief; als 2. Nachteil kommt hinzu, daB alle 8 Losungsmittel leicht
fh_whtlg sind, was zur Bildung von bei der Priparation hinderlichen Trockenschichten an der Ober-
fliche von der Vorratsflasehe entnommenen Harztropfen fiihren kany, Beides 1Bt sich vermeiden,
wenn man nach der Synthese das Pheno) {(np 1,542) nicht abdampft, sondern alg Lésungsmittel
Filr das Hara im Balsam belsBt; falls zn uéhiliissig, wird lebzterer durch Hinzuschmelzen von lristal
siertem Phenol auf die gewiinschte Konsistong gebracht, falls zu dtinnfliissig ein Teil des Phenols

durch Abdampfen entfernt. Mit der Verwendung von Phenol als Lésungsmittel ist auSerdem dor
AnschluB an unsere Phenoltechnil hergestellt (v, Sroson 1952),
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Da wir seinerzeit wasserfreies Natriumsulfid nicht bekommen konnten, ersetzten wir es durch
metallisches Natrium in der bezogen auf Na ersterem etwa #quivalenten Menge (1,1 g fiir obigen
Angatz), Die mit Pleurax solcher Herstellung angefertigion Dauerpriparate waren zunichst einwand-
frei, Nach einiger Zeit erschienen in einem Teil von ihnen aber starke Tritbungen durch Tropichen
oder Kristallausscheidungen, die sie unbrauchbar machten. Der Verdacht fiel auf das als Katalysator
zugesetzte Natrium, in seiner im fertigen Produlkt vorliegenden Salzform als Ursache fiir die Ent-
mischungen, Versuche zeigten dann, daB einerseits ohne Na-Zusatz zum Synthesegemisch keine
Kondensation, erkennbar an einer F,S-Entwicklung, exfolgt, andererseits aber die Na-Menge stark
herabgesetzt werden kann, Wir arbeiteten zunichst mit der Hélite, danach einem Drittel und einem
Viertel der Alkaligabe, konnten aber noch weiter heruntergehen, ohne dafl die Synthesedauer sich
sehr wesentlich erhihte.

Schlieflich wurde noch festgestellt, daf Natriummetall auch dureh trockenes Natriumlkarbonat
ersetzt werden kann, und weiter, daB im Einklang mit dem eben Gesagten ifp; der von Hawwa
angogebenen Alkaliiquivalente in dieser Form die Synthese von Pleurax ohne iibermiBige Ver
langsamung ermoglicht.

Voraussetzung fiir ein gutes, d. h. helles Priparat ist Reinheit des Schwefels (kuistallisierte
von Beimengungen freie Substanz) und des Phenols, das héchstens schwach. rosa Farbe besitzen daxf,
Notigenfalls muB der Schwefel aus Schwefelkohlenstolf umlkristallisiert werden.

Wir verfahren dann wie folgt: Kristallisierter Schwefel, kristallisiertes Phenol und wasserfreies
Natriumkarbonat werden im Verhaltnis (w/w/w) 40 : 110: 0,1 in einen Drefhals-Rundkolben ein-
gobracht, Dieser soll nach dem Schmelzen der Substanzen etwa zur Hilite oder etwas weiter gefiills
sein, d. h. das Doppelte oder etwas weniger an nominellem Volumen in Millilitern besitzen, wie das
Reaktionsgemisch in Grammen wiegt, Der mittlere als erhilt ein Steigrohr als ICithler, der eine
seitliche Hals nimmt das Thermometer auf, der andere wird verschlossen. Darauf wird das Reak-
tionsgemisch auf 180 °C gebracht; die Temperatur darf aber bis 190 °C ansteigen. ZweckmiiBig zur
Heizung ist ein mit vorgeschaltetern Regeltransformator betriebener Elektrobrenner (BUHLER, Ti-
bingen) von 850 W Leistung. Wegen der H,S-Entwicklung muf die Reaktion unter dem Abzug
durchgefiihrt werden: sie ist nach etwa b—9 Stunden beendet, wenn kein freier Schwefel mehr in
der Schmelze nachweishar bleibt. Zur Pritfung auf Schiwefel entnimmt man durch den ireien Seiten-
hals eine Probe des Gemisches mit einem Glasstab und 16st diese in 6 ml 76 %, Methanol. Da Pleurax
in Alkohol lsslich ist, erscheint eine Trilbung nur, wenn noch ungebundener Schwefel vorhanden.
Zweckmifig beginnt man b oder & Stunden nach Beginn der Synthese zu priifen und erhitzt nach
Verschwinden der Schwefeltritbung noch eine Stunde weiter. Das nun gebrauchsféhige Produkt hat
starken Geruch nach Schwefelwasserstoff. Dieser geht aber im Laufe einiger Monate mehr oder
weniger verloren, so daf es nicht lohnt, Anstrengungen zu seiner Entfernung zu machen. Der Balsam
ist in 20 mm Schichtdicke von honiggelber Farbe; mifig dickflissiger Phenol-Pleurax hat ein Np
von etwa 1,66. Nichts steht jedoch im Wege, das Phenol abzutreiben und eines der von HannA
(s. S.182) angegebenen Losungsmittel zu verwenden. Wahrscheinlich wilre dies sogar das bessere
Verfahren, wenn Legepriiparate von Diatomeen angefertigt werden sollen. .

Einmal waren wir gendtigh, fertigen Phenol-Pleurax zu filtrieren, da offenbar die Ausgangs-
materialien nicht hinreichend frei von Staub gewesen waren. Dies geschah mit einer Nutsche der
Porositiit 4 von Scmorr(Mainz) unter Saugen. Der Balsam wurde durch Bestrahlung mit einer ?OO—W-
Infrarotlampe von oben warm und flissig gehalten, und die Tiltration verlief dann verhiltnismiBig

rasch (can 1%/, h fiir 200 ml).

Reagenzien und Kunstgriife

Im folgenden werden noch einige notwendige Reagenzien und Hilfsmittel angegeben und be-

grindet, ‘ _
Phenol-Methylglycol: 4 Teile geschmolzenes Phenol wird mit einem Teil Methylglycol (v/v)

gemischt und das Phenol dadurch in wasserfreier Form fliissig gehalten.
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nb-Butanol* ist tert.-Butanol (F = 24,3 °C) durch Zugabe von 6% Dioxan fliissig gehalten, Als
Aufbewahrungsmittel fiir fixiertes Materialin exster Linie dann zu benutzen, wenn weitere ,, Hiirtung,
d, h, cross-linking des Cytoplasma durch =C=0-Gruppen (die aus primiren und sekundiiren Allco-
holen durch Oxidation entstehen) verhindert werden soll. Ist also vor allem fiir karyologische upd
andere Quetschmethoden wichtig. Hier nur als Routine-Reagenz verwendet,

EXE = Bisenkarmin-Essigsture; KE = Karmin-Essigsiure wird durch behutsames Kochen
von 1 g Karmin in 509, Essigsiure am Rilekflufikihler hergestellt; gegeniiber den uns zugiinglichen
Angaben der Literatur kochen wir 5—6 Stunden und erhalten eine an Farbstoff reichere Lisung als
nach kirzerer Kochdauer. Nach 24 Stunden bei Zimmertemperatur wird wie iiblich filtriert., Fiir
die Herstellung von EKE wird zu 10 m] K 0,06 m] einer 4% Losung von Eisenaloun in 509, Essig-
stdure gegeben. Von dieser Mischung nur so viel herstellen wie in einigen Wochen verbraucht wird,
da der Bisen-Karmin-Lacl allmiihlich ausilt, _

Phenol-Essigsiiure 8: 1,1 : 1, 1 : 8: Es handelt sich um eine Reihe von Mischungen aus Phenol,
das durch Zugabe von Wasser verflissigt wurde und 50 % Essigsiure, '

Glasringe von etwa 16 mm Querschnitt, 8 mm Hohe und 2 mm Wandstirke, zum Filtrieren
von Plankton oder sonstigem gréberem Zellmaterial auf einen Objekttriger.

Glasfilter-Nutschen: Wir verwenden gewbhnlich Mikro-Filternutschen 12 D der Porositit 3
oder 4 von SCHOTT, Mainz, die mit einer kleinen (100 ml) Saugflasche und der Wasserstrahlpumpe
betrieben werden, Das Filter kann als Reaktionsgefifi dienen, wenn es am Stiel durch ein mit einer
Glasperle verstopites Stiick Gummischlauch und oben durch ein mit Hilfe von Gummischlauch ein-
gesetztos Iapillar ausgezogenes Glasrohr verschlossen wird, etwa eine Pasteur-Pipette, die in threm
weiten Teil auf 10 mm und in ihrem ausgezogenen auf 80 mm gekiirzt wurde. Die Kapillare verhin-
dert das Entstehen eines Uberdrucks bej Erhitzungsoperationen.

Sedimentierrohrchen: Man kirst den kapillaren Teil einer Pasteur-Pipette auf 40—456 mm
und schmilzt ihn so zu, daB am Ende eine kleine Perle entsteht, Der weite Teil wird auf 30—40 mm
Linge gebracht.

Wolframnadeln; Siehe DossEky, 1866, Wir ziehen die Anfertigung durch Eintauchen in geschmol-
zenes Natrium-Nitrit vor und verwenden mejst Wolframdraht (Osram) von 0,2 mm Stiirke. Boi der
Verwendung im jetzigen Zusammenhang sollte die Nadel leicht gebogen sein; ihre Spitze spielt an

dieser Stelle keine Rolle. Wenn in Hartglas eingeschmolzen, kann sie rageh durch Glithen und danach
Abwischen gereinigt werden,

Anwendungen von Pleurax

Will man gereinigte Diatomeenschalen in der fiblichen Weise einschliefen, so 1Bt
man etwas vom Material auf einen Objekttriiger antrocknen, gibt einen Tropfen ,,Pleu-
rax* passender GroBe darauf, erwirmt tiber der Sparflamme bis die Hauptmenge des
Phenols abgedunstet ist, legt das Decliglas aut und erhitzt unter diesem noch einmal
vorsichtig zum Sieden. In diesem Falle liegt der einzige Vorteil gegeniiber Hyrax in
dem etwas hoheren Brechungsindex unseres Harzes.

Wic'htiger aber ist die Miglichkeit, Planktonproben sehonend einzubetten, ohne
den Zellinhalt vorher entfernt zy haben und ohne de

, Athanol oder anch »»t-Butanol® zu tiberfithren, um das
Zerfallen insbesondere von Diatomeen-Kolonien zy verhindern, ‘Wi gehen davon, aus,
d‘aB dieses geschehen sei und arbeiten folgendermaBen: Auf einen Objelttriger wird
ein Glasring (siehe S. oben) aufgesetst, die fiir ein Damerpriparat bemessene Plankton-
menge in Allohol eingebracht und letzterer durch an die Tuge zwischen Objektirdger
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und Ring auBen angelegte Filtrierpapierstiickehen abgesaugt, 2—3 Tropfen Phenol-
Methylglveol zugegeben, weiter abgesangt und sehlieBlich noch einmal Phenol zuge-
setzt. Darauf werden die Papierstiickehen entfernt, der Ring mit 2 mm Exzentrizitit
kreisend bewegt und darauf abgehoben, Neben den Phenoltropfen mit dem Material
wird dann die fitr das Praparat notwendige Menge Phenol-Pleurax gegeben, die Tropfen
zum ZusammenflicBen gebracht und staubfrei 1-—2 Stunden ruhen gelassen. Das Mi-
schen beider [.‘luﬁblgk(.‘l’[.(lll erfolgt dann langsam, was osmctisches Kollabieren zart-
wandiger Zellen verhindert, Der Objekttriger wird danach auf eine nivellierte Heiz-
platte von ea. 100 °C gebracht, das Material mit einer Wolframnadel durchmischt und
auf cine dor GroBe des zu verwendenden Deckglases entsprechende Fliche verteilt.
Nach Abdampien der Hauptmenge des Phenols (ca. & min) wird das Deckglas aufgelegt
und danach noch eine Stunde weiter erhitzt, wn das Priaparat entlang der Deckglas-
rinder trocken zu bekommen. Es empfiehlt sich, die Mengen so einzurichten, dafl ein
grobies Deckglas (bis 24> 48 mmn) verwendet werden kann, um einen représentativen
Ausschnitt aus der Probe im Priiparat festzuhalten, Sind grofie Diatomeen vorhanden,
so muf dic Harzmenge geniigend reichlich bemessen sein und das Deckglas eventuell
durch Btroifen aus Alnminium-Folie entsprechender Dicke gestiitzt werden,

Auch zarte Plankton-Diatomeen treten in solchen Praparaten wegen des gegeniiber
der Kieselsiure viel hoheren Brechungsindex des Harzes deutlich in unverdnderter
Gestalt und im natiirlichen Koloniezusammenhalt hervor. Da aber auch Zellulose (mit
Sy = 1,BBA) einen geringeren Brechungsindex besitzt als das Harz, werden die Schalen
gepanzerter Dinoflagellaten ehenfalls gut erkennbar dargestellt. w 1hr('nd der plasmati-
sche Tnhalt bis auf etwa vorhandene Stiirke weitgehend optisch unterdriickt ist (Abb. 1),
Am schlechtesten kommen (“00(‘01ii‘h('»p'hori('lvn heraus, deren Kalkelemente im Bre-
chungsindex (Caleit "p = 160, Aragonit "p = 1,732) nahe am Pleurax liegen (Frisv-
WysstinG 1959).

Héufig wird es von Interesse sein zu wissen, w elehe Zellen aus einer fixierten Plank-
ton- oder Bodenprobe zur Zeit der Fixierung g(*l(*bt haben, Die zuverldssigste Methode

Abb. 1. Plankton vom 6, 10. 1‘)(() "wmtum %2, Port Phillip Bay. Viktoria, Australien, nach Formal-
fixierung in Methanol aufbewahrt. Phenol-Plenrax, Vergr, 70,
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dieses festzustellen ist es, eine Kernfdrbung durchzufithren, wie wir dies in der Arbeit
die ,,Zentrisehen Grunddiatomeen® (1952) taten, um den Anteil der lebenden autochto-
nen Zellen neben. dem toten allochtonen und autochtonen Material bestinumen zu kon-
nen. Fiir eine gute Erhaltung der Kernstrukturen ist es am giinstigsten, nichtwéibrige
Mittel, wie Alkohol-Eisessig, besser Methanol-Ameisenséure (s. v. STroscr und DREBES
1964) zur Fixierung zu verwenden, was mit Hilfe von Nutschen der oben angegebenen.
oder auch hoherer GréBe durchgefiihrt werden. kann. Man gibt dazu so viel lebendes
Planktonmaterial in das Filter, daf das Sediment bis hochstens etwa 8 mm iiber der
Platte steht, saugt ab bis der Filterkuchen, gerade die ‘Wasseroberfliche berithrt, gieBt
das Filter mit Fixierungsgemisch voll und saugt rasch weiter. Dadurch kann anch bei
Fixierung von Seewasserorganismen verhindert werden, daB sich Kristallniederschlige
in stérender Menge bilden. Nach einigen Tagen wird das Fixiergemisch durch ,,t.-Buta-
nol* ersetzt, in welchem das Material belichig lange haltbar ist. In Fixierungsgemisch
oder bereits in ,,5.-Butanol* befindliches Material wird zur Farbung in einer Mikvonut-
sche in 509, Essigsdure iiberfithrt. Dag gleiche kann mit Formolmaterial geschehen,
das in Alkohol aufbewahrt wurde, und auch bei diesem brauchbare Kernfirbung er-
halten werden.

Man saugt nun die Essigssiure vorsichtig ab, ohne dabei den Filterkuchen zu sehr
zusammenzudriicken und dadurch das zerbrechliche Phytoplankton zu beschadigen.
Darauf gibt man filtrierte EKE zu, mit der man die Essiggtiure im Filterkuchen und
in der Filterplatte verdréingt, schliet das Filter am. Stiel, rithrt das Sediment durch
und versehlieBt auch am oberen Ende. Die Nutsche bleibt 80 min bei Zimmertemperatur
stehen, um das Eindringen des Farbstoffes auch durch dickere Schalen und Panzer zu
ermiglichen und wird danach fiir 2—b min in ein siedendes Wasserbad gebracht, Nach
dem. Abldihlen wird die Nutsche beiderseits getfinet und das Farbgemisch durch 50 %-
Issigséiure und Mischungen von dieser mit Phenol entfernt, schiieBlich in Phenol-
Methylglycol iiberfithrt. Die Differenzierung in den Essigsiuregemischen muf rasch
erfolgen, und bei kleinzelligem Material wird es meist geniigen, die Farbe direkt mit
Phenol-Essigsiiure 1 : 1 auszuwaschen und letzteres danach sofort durch Phenol-Methyl-
glyeol zu ersetzen. Alle diese Operationen geschehen unter Saugen auf der Nutsche.
Da‘u‘auf mischt man das gefiirbte Material in passender Menge auf dem Objekttriger
mit 1?henol~Pleura,x und féhrt fort wie oben. Féirbte man nicht Plankton sondern dick-
schalige Diatomeen, so kamn. es zweckmiiBig sein in ein weniger stark lichtbrechendes
H‘z}.rz szj}sch'lieﬁen (siehe v. Srosom 1952). Bei grofen Formen aber ist es unter Um-
stinden giinstig, die RNS ganz oder teilweise durch eine der Firbung vorausgeschickte

Eofiglr‘iise (2—b Minuten n HCL/60 °C) zu entfernen, wm reine Kerntirbungen zu be-

Solehe Kernféirbungen am Plankton kinnen nicht nur zur Feststellung de Lebens-

Zl'lf»tan(-ies von Interesse sein, sondern auch gelegentlich Paragiten. erkennen lassen, die

direls im Leben mur sohwer geschon werden, was Abb. 2 demonstriort,

b htle I;Iel"orhebung d.er Zellwih}de in den Priparaten der bisher behandelten Art
erutt aut dem Unterschied (quantitativ dem Quotienten) zwischen, dem hiheren Bre-

chungsindex des Mediums und dem. niedrigen der Wandsubstanz, wihrend das relativ
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A'bb. 2. Hendaulus sinensgis, Plankton vom H. 3. 1970, Station 964, Port Phillip Bay, in Formol {i-

xiert, dann direkt in Eisen-Rarmin-Essigsiiure gefarbt und jn Pleurax eingeschlossen, Beide Zellen

von einem Parasiten befallen, dessen Protoplast in der linken Zelle 3 Kerne erkennen liBt, daneben
TR 01 1 T sniater ; 1] - v
Wirtskern, Dreizehn Tage spiter war Hemigulus nahezu aus dem Plankton verschwunden,

Vergr. 820 %,

Abb, 8. Sprofivegetationspunkt von Desmarestin aculeata, das trichothallische Meristem tritt dent-

lich hervor. Nueh Formolixierung wurde schonend in Pleurax fiberfithet, Vergr, 200> .

hoel lichtbrechende Cvtoplasma, soweit noch vorhanden, optisch fast ausgeldseht wird.

Demgemih kann Plenrax auch verwendet werden, um Zellwinde von vielzelligen Pflan-
3 zen darzustellen, und wir geben noch das Beispiel einer Braunalge. bei der Aufbau des
| Spitzenmeristems unter Belassung des Zellinhaltes durch ingehln in Plewrax sichthar
senacht wurde (Abh. 3). Phaeophveeen sind allerdings besonders geeignet fiir derartige
Priiparate, da sie keine Stirke fithren. das Laminarin aber nach dem Fixieren in wibri-
aon Mitteln in kurzer Zeit ausdifundiert. Stirkebildende Pilanzen miiiten entweder
schattip vorkultiviert oder die Stirke nachtriiglich entfernt werden.

Iine Firbemethode fiir Peridinee n-Panzer

Withrend der Bau der Diatomeen-Schalen in Pleurax geniigend deutlich wird, ist

das Plattenmuster von Dinoflagellaten in Priparaten, wie dem oben gefertigten nur in
Sollen solehe Formen aber genauer untersucht werden,

gimstigen Fallen zu erkennep,
nd

! s0 kann man, das Material in einigermalen dinnfliissigen Phenol-Pleurax eindecken u
sarat danach nur am Rande trocknen. Man hat dann den Vortetl, dafi die

lafit das Priy
piten. betrachtet werden konnen,

Zellen durch Deckglasdruck gedreht und von allen S
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Fiir Formen mit sechwer erkennbaren Plattengrenzen war es bisher iiblich (s. Gra-
HaM 1942), isolierte Panzer mit Trypanblau anzuféirben. Das gelingt oft recht gut, doch
mufl vorher das Cytoplasma mit Hypoehlorit entfernt werden. Dabei sind die Verluste
dureh Totalzerfall grof; das Verfahren wirkt auBerdem anscheinend auch selektiv, so
dafl Gefahr besteht, bestimmte Arten ganz zu unterdriicken, Daher wére es ideal, die
Panzer elektiv féirben zu konnen, ohne das Plasma entfernen zu miissen. Es gei bemerlt,
daf cine Perjodat-Fuchsin-Schweflige-Saure- (PAS-) Behandlung nur in seltenen Fillen
zn geniigend distinkten Anfirbungen der Panzer fiihrt und daB auch die von uns friiher
angegebene Chloralhydrat-Jod-Wasserstoff-Methode nicht vorteilhaft fHir fixiertes
Plankton verwendet werden kann, und vor allem keine Dauerpriparate liefert (v. Sroscr
1969).

Eine brauchbare Methode wurde 1970 in Australien entwickelt, als der Verfagser
an einer Untersuchung des Planktonzyklus von Port Phillip Bay, Vietoria beteiligt
war und es wiinschenswert erschien, in Priparaten des Gesamtplanktons die Peridineen
individuell ansprechbar, d. h. in ihrem Panzerbau darzustellen. Der Farbstoff (Trypan-
blan) wird dabei dem Pleurax heigemischt.

Bs muB vorausgeschickt werden, daf die Methode zur optimalen Differenzierung
zwischen Plasma und den Suturen der Zellwand einen relativ alkalireichen Pleurax
erfordert. Man stellt diesen entweder durch Zugabe von 900 mg statt 100 mg Natrium-
karbonat pro 40 g Schwefel bei der Synthese direkt her oder durch nachtréiglichen Zu-
satz der entsprechenden Menge von trockenem Natriumiithylat zu einem Pleurax, der
eingangs beschriebenen Zusammensetzung. 2 (bis 8) Teile solchen Balsams werden dann
mit einem Teil einer 0,1%igen Losung von Trypanblau ,,vital® Guzrg?) in Methylglycol
vermischt, womit das EinschluBmedium hergestellt ist, Das Planktonmaterial, das vor-
her mindestens einige Wochen in Formol gelegen haben sollte, wird in t.-Butanol oder
Methylglycol iiberfiihrt. 'Will man Diatomeenschalen entfernen, so kann man vorher
in Methylalkohol mit Zusatz von 5% FluBsiure (38—40%jig), z. B. in einem Plastik-
Z?ntrifugenglas entkieseln, Da Peridineen mit zarten Panzern zum Kollabieren neigen,
wn@ das Material in das Harzgemisch einsedimentiert. Dags kapillare Ende eines
Sﬂdl-‘mentier~R6hrchens wird mit Hilfe einer Zentrifuge mit Trypanblau Pleurax-
Gemisch so gotiillt, da8 der Menislus 2—38 mm tther dem Beginn der Verjigung stoht
und darauf senkrecht in einen groBen Korkstopfen gespieBt. Dann iiberschichtet man
dcn. Meniskus etwa 10 mm hoch mit dem gleichen Medium, in dem sich das Plankton
befindet, also t.-Butanol oder Methylglycol, gibt das suspendierte Material der Plank-
tO}mprob’e darauf und 148t einige Stunden stehen, bis das Zellenmaterial in das Harzge-
misch eingesunken ist. Die farblose Fliissigkeit darither wird dany. abgesaugt, dag Rohr-
chen mit einem Polydthylenstopfen verschlossen, und das Plankton durch Zentrifugie-
rung (z. B. 5 min bei 2000 U) in die Spitze des kapillaren Teiles befordert. Danach saugt
;na.l}l a,u‘ch nof?h dag mi? Butt.mol bzw. Methylglycol verdiinnte Harzgemiseh im nieht-
tapillaren Tel.l d}es S('edlme11t1e1'-R6hrchens ab. Die Kapillare wird nun etwas iiber der
Wﬂg emngerttzt und aufgebrochen. Thren Inhalt blist man auf einen Objelst-

1) 2 nicht als ,,vital* bezelchnete Try

faxblosen Substamzen , verdipnts panblau- Pulver erwiesen sich als mit wasserloslichon
: ' s»verditunt®,
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trager aus und befordert etwa noch im zugeschmolzenen Endstiick befindliches Material
mit einer Wolframnadel heraus. Den Tropfen auf dém Objekttréger bringt man, notigen-
falls durch Zugabe weiteren Trypanblau-Harzgemisches, auf die der Materialmenge
entsprechende Grofe, mischt gut durch und breitet mit der Woliramnadel aus. Danach
wird ein Declcglas passenden Formats (24X 24 mm bis 24X 48 mm) aufgelegt und nun
auf der Wirmeplatte bei 100 °C erhitzt, Erst diese Wirmebehandlung bewirlkt inner-
halb von 20-—60 min die Differenzierung der Férbung und gleichzeitig ein Erhirten
des Préiparats an den Réndern. Im Inneren bleibt das Praparat fliissig. Um ein Zerdriik-
ken der Zellen zu vermeiden, kann man Aluminiumstreifen von passender z. B. 80 bis
120 um Dicke als Abstandshalter mit unter das Deckglas bringen. Die Streifen worden
mit einer Schere von der Aluminiumfolie abgeschnitten und zwischen 2 Spiegelglas-
platten flach gepreft. Wihrend des Erhitzens meigt das Zytoplasma der Zellen zum
Quellen und sprengt dann oft die Panzer; da dieses im allgemeinen unerwiinscht ist,
wurde weiter oben bereits empfohlen, gentigend lange in IFormol zu fixieren; dies ge-
schieht, um ein hoheres cross-linking im Protoplasten zu erreichen,

Im fertigen Priparat (Abb. 4 und b) sind im wesentlichen die Suturen der Peridi-
neen-Panzer angefiirbt, nicht aber oder nur schwach die Flichen der Platten, Nur
wenige Arten, wie z. B. das marine Peridinium trochoideum und die limnischen Arten
P. lommiclkii und Peridiniopsis berolinense zeigen stirkere Anfirbung auch dieser Panzer-
teile. Die Protoplasten nehmen gewthnlich kaum Farbe aut; Stirkekorner und Pyreno-
ide mit Stirkehiille, wie auch die Oberflichenstruktur der Panzer treten durch den
Untersehied der Brechungsindices hervor. Da das Préparat fliissig bleibt, kann man die
Zellen durch Druck auf das Deckglas drehen und so von allen Seiten studieren. Das
hat allerdings den Nachteil, daB fiir ein Zeichnen mit dem Zeichenapparat meist nicht
geniigend Ruhe herrscht, und man entweder freih#indig zeichnen oder Blitzlicht-Mikro-
fotografien machen muB. Wegen der spektralen Rigenschaften von Trypanblau benttigt
man einen. panchromatischen Film, Will man den Kontrast erhohen, so sind dazu ent-
weder die Farbfilter BG 12/2 mm. -+ OG 5/2 mm von SCHOTT, Mainz oder ein Breitband-
Tnterferensfilter mit Absorptionsmaximum bei etwa 585 um (etwa SCHOTT AL 585)
geeignet,

Die Voraussetzungen der Féirbung betreffend kann hinzugefiigt werden, daff auch
der alkaliarme Phenol-Pleurax durchaus brauchbare Praparate liefert. In solchen ist
dann allerdings das Plasma stérker mitgefsrbt, dafir kann die Tinktion der Panzer
sehr kréiftig sein. Weiter ist zu bemerken, dab Phenol-Pleurax allein das Trypanblau
praktiseh nicht lost und daf Methylglyeol daher notwendig ist, um Farbstoff in ge-
loster Form in das Harz einbringen zu konnen. Die Menge kann in einigen Grenzen vari-
iert werden. So kann seine Zugabe zum. Phenol-Pleurax auch im Verhéltnis 1:4 er-
folgen, ohme daB mehr als vielleicht ein geringer Intensititsverlugt der Farbung eintritt,
vorausgesetzt allerdings, daf der anteilige Trypanblau—GehaJlt der‘endgiiltigen Mischung
dabei gleich blieb, also eine 0,2 %-Losung in Methylglyeol beigemischt wurde, Der
Mechanismus der Elelctivitét ist unbekannt.

An den Rindern der Priparate verdampit das Methylglycol mit seinem relativ
niedrigen Siedepunlct (124 °C) zuerst, und hier tallt dann der Farbstoff aus. Das brancht
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a b c

Abb. 4 Panzerfiirhung der wmarinen Peridinee Podola s bepes (Plankton Isehia, talien yom o, 1,

1967 fix. Furmol, sadhbewalirt in Methanol) wit der Plenray Trypanblau-Methode s 3 Einstellungen.

a) Suturen dureh Firbung, Poren als Phasenobjekte hervorgehoben, b Anta pikale Fligel als Phusen-

objekte, Suturen und Inhaltskirper unhekanntor Art als Anmplitwden-Obijekte erseheinend. ¢y Chro-

mosomen-Iern als Phasenobjokt, dewonstriert deatlich, dalh der Protoplast erhalten gebliehen ist,
Verer, M.,
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.\lfh. . Panzerfirbung der Siifin usser-Pevidinee Peridinium einctum. Plankton Limdenfeld-Teich bei

Riddingshausen, Hessen, Westdeutsehland vom 19, 5, 1978 fixiert Formol mit der Plenrax-Trypan-
-~\e (o antlinle Birw  antenilos . . . vy (oY

;))mu M.tth(td(‘, i) n‘ml l')‘) fxpl.]ux-lt.. bzw. antapikale, ¢y und d ) ventrale baw. dorsale Ansicht. Beide

dare Jeweils von eimer Zelle in zwei Linstellungen, b) und dy jedoch invertiert kopiert. Vergr. 500 <.
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nicht sehr zu stéren, da der FarbstoffiiberschuB niedrig gehalten war. Im Laufe sehr
langer Zeitrume wird aus den Préparaten vermutlich alles Methylglycol verdunsten
und dann iiberall Farbstoffniederschlag erscheinen, nach 2%/, Jahren jedoch kénnen
die Priparate noch gut und brauchbar sein, 'Will man die Rénder etwas besser gegen
Austrocknen schiitzen, so kanm man die Priparate mit ,,AraTEys Gummisyrup® um-
randen.

Die Arbeiten in Australien wurden mir durch eine Senior Research Fellowship der
University of Melbourne, Parkyville, Vie, wihrend des Jahres 1970 ermbglicht. Sie sind
oroBenteils im Rahmen des Port Phillip Bay Survey vom Risheries & ‘Wildlife Depart-
ment Melbourne durchgetithrt worden. |
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