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Vorwort

Warum schreibt man ein
Praktikumsbuch?

Seit vielen Jahren unterrichte ich in an

der LMU-Miinchen Studenten im ,Mikro-

skopischen Anfdngerpraktikum®. Anfdn-

gerkurse mit ihren hohen Studentenzah-

len sind sehr betreuungsintensiv und die

Studierenden in mehrfacher Weise unter

Druck gesetzt:

= Erster wissenschaftlicher Umgang mit
dem Lichtmikroskop.

= Erlernen verschiedener Schnitttechni-
ken.

= Anwendung von Farbetechniken.

= Interpretation von Gewebeschnitten.

= Zeichnen von Geweben und Zellen.

Erfahrenes Lehrpersonal steht fiir die
groBen Grundkurse leider meist nicht
mehr in der benétigten Zahl zur Verfii-
gung. Ein Anfdanger, der noch mit Theorie
und Praxis kdmpft, wird deshalb schnell
frustriert, wenn er nicht ,das sieht, was
er sehen soll“ und dann etwas ,,zeichnen
muss, das er nicht sieht“. Ein Praktikums-
buch hat deshalb fiir den Anfdnger einen
besonderen Stellenwert.

Ein Student erwartet aber von einem

Buch, das er im Praktikum verwendet,

etwas anderes als von einem typischen

Lehrbuch. Ich habe die Dinge beriicksich-

tigt, die sich Studierende wiinschen:

= Freiraum fiir Asthetik an jedem Kapi-
telanfang; der Studierende soll sich auf
das Mikroskopieren freuen.

= Das Buch bleibt offen auf dem Tisch lie-
gen und die Schrift ist so grof3, dass das

Buch nicht stdndig in die Hand genom-
men werden muss.

Ein botanischer Steckbrief vermittelt
einen dauerhaften Bezug zu den Pflan-
zen und ihren wissenschaftlichen Na-
men.

Jede Prdparation, einschlieRlich Far-
bung, ist schematisch bei allen Objek-
ten dargestellt.

Der Text ist straff gehalten; alle fiir den
Anfanger neuen Begriffe sind markiert
und im Glossar kurz erldutert.

Auf jeder Doppelseite wird ein The-
menpunkt behandelt; deshalb kein un-
notiges Umbldttern beim Mikroskopie-
ren.

Die Anzahl der Abbildungen ist unge-
wohnlich hoch, da man histologische
und zytologische Informationen am
besten mit Bildern vermittelt.

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen
stammen alle von Handschnitten, die
nur mit den Hilfsmitteln angefertigt
wurden, die in der Anleitung angege-
ben sind.

Alle lichtmikroskopischen Aufnahmen
sind in Farbe. Ein MafSbalken mit Maf3-
angabe ist in jedem Bild angegeben.
Wesentliche Zusatzinformationen zum
Text finden sich in den Legenden.

Die Legenden sind direkt neben den je-
weiligen Abbildungen platziert.
Zahlreiche schematische Darstellungen
erleichtern das Verstdndnis der zytolo-
gischen Strukturen. Sie sind mafRstabs-
getreu und im richtigen Farbeverhalten
wiedergegeben.

Prof. Dr. Gerhard Wanner;
Diplom-Biologe. Geboren
in Miinchen.

Studium der Biologie an
der Ludwig-Maximilians-
Universitdt in Miinchen.

Promotion 1977 tiber
+Physiologische und
ultrastrukturelle Untersu-
chungen zum Fettaufbau
und -abbau in Pilzen und
hoéheren Pflanzen®.

1992 Habilitation und Eta-
blierung hochauflésender,
analytischer Rasterelekt-
ronenmikroskopie.

Forschungsschwerpunkt:
Rasterelektronenmikro-
skopische Untersuchun-
gen an Chromosomen
(Kondensation, Dekon-
densation, Lokalisation
von DNA, Proteinen und
Genen).
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Zwei Biicher in einem

Auch bei bestem Bemiihen st63t der Stu-
dierende in einem mikroskopischen An-
fangerpraktikum sehr schnell an Grenzen.
Es ist schwer einen guten Handschnitt
anzufertigen und ihn optimal zu farben.
Feine histologische und zytologische
Strukturen zu erkennen und zu interpre-
tieren, ist mit einfachen Kursmikroskopen
meist nur mit Erfahrung moglich. Ich habe
deshalb in den letzten Jahren elektronen-
mikroskopische Aufnahmen von allen
Kursobjekten angefertigt. Sie sollen das
Verstdndnis fiir die dreidimensionalen
Zusammenhdnge erleichtern und die In-
formationen liefern, die im Lichtmik-
roskop nur schwer oder - aufgrund des
geringen Auflésungsvermogens — gar nicht
erhalten werden.

Das Ergebnis: Der Studierende erhdlt
auBer einer Praktikumsanleitung eine
anschauliche Einfiihrung in die Zytologie
der Pflanzen.

Empfohlene Literatur

Ein Praktikumsbuch ersetzt natiirlich
nicht ein allgemeines Lehrbuch bzw.
eine Grundvorlesung der Botanik. Ich
habe das ,Mikroskopische Praktikum*
so konzipiert, dass es auf die Lehrin-
halte des Lehrbuches ,Allgemeine und
molekulare Botanik“ von E. Weiler und
L. Nover (ebenfalls Thieme Verlag) auf-
baut. Deshalb konnte der Text straff
gehalten werden, um den praktischen
bzw. mikroskopischen Aspekten einen
hoheren Stellenwert zu verschaffen. Zum
vertieften Studium der Pflanzenanatomie
sei auf andere eingefiihrte Lehrbiicher
verwiesen.
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Abb. 1.1

Licht, das durch die Horn-
haut (Cornea, 1) dringt, wird
durch eine Linse (2) gebiin-
delt und entwirft ein opti-
sches Bild auf der Netzhaut
(Retina, 3). Die einfallende
Helligkeit wird Giber den
verdnderlichen Durchmesser
der Iris (4) geregelt. Fr eine
scharfe Abbildung sorgt die
flexible Linse, deren Brenn-
weite durch Muskeln so
angepasst wird, dass auf je-
des Objekt zwischen 25 cm
(= Bezugssehweite) und
unendlich fokussiert werden
kann. Das Bild selbst wird
auf der Netzhaut von Re-
zeptoren (ca. 130 Millionen
Stabchen zur Erkennung von
Graustufen und 7 Millionen
Zapfen zur Farberkennung)
erfasst, in elektrische Impul-
se umgewandelt und tiber
den Sehnerv (5) zum Gehirn
weitergeleitet.

Das Lichtmikroskop

11 Auge - Lupe -
Mikroskop

Unser Auge ist selbst ein ,,optischer Appa-
rat* (Abb.1.1). Allem Fortschritt zum
Trotz ist das Auge als Sehorgan - verbun-
den mit dem gleich dahinterliegenden
Gehirn - die leistungsfahigste Bildverar-
beitung, die es heute gibt.

Auflésungsvermogen des Auges

Das Auge hat ein Auflésungsvermdgen von
ca. 50-100 pm. Zum GroRenvergleich: ein
menschliches Haar hat eine Dicke von 50-
100 um. Ein Blatt Schreibpapier ist ca. 100
pm dick. Ein Pantoffeltierchen (Parameci-
um bursaria) ist ca. 100 um lang. Eines der
grofBten Pollenkérner, der Kiirbispollen
(Cucurbita pepo), hat einen Durchmesser
von ca. 200 pm. Die Pollenkdrner des Ver-
gissmeinnichts (Myosotis palustris) sind
mit ca. 4 pm extrem klein (Abb. 1.2).

Abb. 1.2

GroRenvergleich von

A Bakterien auf einer Nadelspitze,

B Kopfhaar,

C Schreibpapier,

D Kirbispollenkorn mit Pollenkérnern des Ver-
gissmeinnichts (Pfeile).

75 um

Von der Lupe zum Mikroskop
Limitierend fiir die Auflésung des Auges
ist - abgesehen von den anatomischen
Gegebenheiten - der Sehwinkel; er be-
tragt ca. 30° (Abb. 1.3-7). Bringt man
eine Sammellinse zwischen Auge und
Objekt, so wird dieser Winkel vergréfSert
und wir sehen die Objekte ebenfalls gro-
Ber: Eine Lupe 5 x macht uns jetzt Details
von 10-20 pm sichtbar. Das vergroRRerte
Bild bleibt dabei aufrecht (Abb. 1.5)! Gro-
Be Linsen lassen sich aber nur bis zu ca.
5-facher VergréBerung herstellen. Legt
man 2 Linsen aufeinander, so addieren
sich im Wesentlichen die VergroRerun-
gen (Abb. 1.6). Ein ,Wunder* passiert,
wenn man 2 Linsen in einen passenden
Abstand bringt: Die VergroRerungen mul-
tiplizieren sich, und das Bild steht ,auf
dem Kopf* (Abb. 1.7). Wir haben jetzt ein
einfaches, zusammengesetztes Mikroskop
mit Objektiv und Okular vor uns.




1.1 Auge - Lupe - Mikroskop

Abb. 1.3 Abb. 1.4
Der Sehwinkel des Auges von 30° zeigt uns ein
Foto von Ernst Abbe und die Landshuter Martins-

kirche in gleicher GroRe auf der Netzhaut.

Abb. 1.5

Ein Dia wird nacheinander mit zwei verschiede-
nen Linsen (A oder B) betrachtet. Die VergroRe-
rungen sind unterschiedlich, die Bilder stehen
aufrecht.

Abb. 1.6

Ein Dia wird mit zwei aufeinanderliegenden
Linsen (A + B) betrachtet. Die VergréRerungen
addieren sich, das Bild steht aufrecht.

Abb. 1.7
Ein Dia wird mit zwei voneinander entfernten
Linsen (A + B) betrachtet. Die VergroRBerungen
multiplizieren sich, das Bild steht ,,auf dem Kopf*.
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Abb. 1.8

Ernst Abbe (1840-1905)
mit seiner Originalformel fiir
das theoretisch mogliche
Auflésungsvermdgen des
Lichtmikroskopes von 1872.
Er konstruierte erstmals fiir
Carl Zeiss Lichtmikroskope
nach fundierten theoreti-
schen Berechnungen.

Abb. 1.9

Von kleinen Objekten (1)
wird im Mikroskop das ein-
fallende Licht (2) aus der
urspriinglichen Richtung
abgelenkt (gebeugt). Das
Objektiv (3) im Mikroskop
muss moglichst viel von
diesem gebeugten Licht
Leinsammeln®. Der Begriff
Apertur (,0ffnung*) be-
schreibt diese Eigenschaft.
Der Kondensor (4) erhoht
das optische Auflésungsver-
mdogen. Seine numerische
Apertur entspricht der des
Objektivs. Dadurch wird der
Offnungswinkel verdoppelt
(2 0).

1.2 Optik und Auflésung

Mikroskope vergroRern schrittweise
Das klassische Mikroskop vergrofert in
zwei Schritten: Das Objektiv entwirft ein
vergrof3ertes Bild des Objekts in der so-
genannten Zwischenbildebene, und das
Okular (lat. oculus = Auge) vergroRert wie
eine Lupe das Zwischenbild. Bei moder-
nen Mikroskopen gibt es eine Zwischen-
stufe: Zur Unterstiitzung des Objektivs
kommt eine Tubuslinse hinzu. Das Objek-
tiv entwirft ein Abbild in eine ,unendli-
che” Entfernung, die Tubuslinse mit ihrer
Brennweite (hier: f = 164,5 mm) formt aus
diesen parallelen Strahlen dann das Zwi-
schenbild.

Das Okular dient wiederum als Betrach-
tungslupe, um dieses kleine Zwischenbild
dem Auge noch stdrker vergroRert er-
scheinen zu lassen.

GesamtvergroBerung =
MaRstabszahl des Objektivs
x OkularvergroRerung

Die Auflésung bestimmt,

was sichtbar wird

Weildes Licht besteht aus elektromagneti-
schen Wellen, deren Periodenldngen 400
bis 700nm betragen. Licht von griiner
Farbe hat eine Wellenldnge von 550 nm.

Beobachtet man im Mikroskop kleine Ob-
jekte, so wird das einfallende Licht von
solchen Objekten aus der urspriinglichen
Richtung abgelenkt (gebeugt). Diese Ab-
lenkung wird immer stdrker, je kleiner
die Strukturen werden. Um von kleinen
Strukturen scharfe Bilder zu bekommen,
muss das Objektiv moéglichst viel von die-
sem gebeugten Licht ,einsammeln“. Dies
geht dann besonders gut, wenn das Objek-
tiv einen groflen Raumwinkel erfasst. Der
Begriff Apertur (,Offnung“) beschreibt
diese Eigenschaft. Der fundamentale Zu-
sammenhang zwischen Auflésung, Wel-
lenlinge und Offnungswinkel wurde in
bahnbrechenden Arbeiten von Ernst Abbe
erstmals beschrieben (Abb. 1.8).

. a ] 2a



1.2 Optik und Auflésung

Die ,,numerische Apertur* ist ein Maf fiir
den Raumwinkel, den ein Objektiv iiber-
blickt (Abb. 1.9). Diese Formel gilt, wenn
sich Luft (Brechungsindex n = 1) zwischen
Objektiv und Objekt befindet.

Numerische Apertur = n x sin a

a = halber Offnungswinkel des
Objektivs

n = Brechungsindex des verwendeten
Immersionsmittels

Fiir eine optimale Beleuchtung des Pripa-
rats wird ein Kondensor eingesetzt, des-
sen numerische Apertur der des Objektivs
entspricht (Abb. 1.9). Dadurch wird der
wirksame Offnungswinkel verdoppelt.
So kénnen vom Objektiv noch stdrker ge-
beugte Lichtstrahlen eingefangen werden.
Diese stdrker abgelenkten Strahlen stam-
men von noch feineren Strukturen.

Eine weitere Méglichkeit den Offnungs-

winkel zu vergréfSern, ist zwischen der
Frontlinse des Objektivs und dem Deck-

oy > o

a1 o

1

Immersion

2

Abb. 1.10

Schematische Darstellung des Strahlenganges mit
und ohne Immersionsol (1) zwischen Deckglas (2)
und Objektiv (3). Die nutzbare Apertur des Ob-
jektivs ist ohne Immersionsdl durch Reflexionen
zwischen Deckglas und Luftschicht verringert, das
Auflésungsvermogen dadurch vermindert.

glas Immersionsfliissigkeiten einzubrin-
gen (Abb. 1.10).

Bewihrt hat sich ein bestimmtes Ol mit
dem Brechungsindex n = 1,51, das genau
anden Brechungsindex von Glas angepasst
ist. Auf diese Weise werden alle Lichtrefle-
xe auf dem Weg vom Objekt zum Objektiv
beseitigt. Ohne diesen ,Trick“ ginge bei
groferen Winkeln immer Licht im Deck-
glas oder an der Frontlinse durch Reflexi-
onen verloren. Die nutzbare Apertur des
Objektivs wiirde durch diese Reflexionen
verringert und das Auflésungsvermogen
dadurch vermindert.

d, = T22MN[NA., +NA._ .
vereinfacht: d, = A/2 N.A.
d, = kleinster Abstand von zwei Bild-
punkten
N.A.= numerische Apertur
A = Wellenldnge, z.B. 550 nm
(griin)
-
5 —
3a
5 [ ~
2 — 1

Abb. 1.11
Schematischer Schnitt durch
ein Okular:

1

Zwischenbildlage -
gleichzeitig Lage einer
Strichplatte

Begrenzung des nutz-
baren Sehfeldes: Hier
entsteht der ,schwarze
Rand“ des Mikroskopbil-
des

Okularoptik (3a = Augen-
linse; 3b = Feldlinse)
Lage der ,,Okularpupille®
= Pupille des Beobachter-
auges

Fokussierring fiir den
Dioptrienausgleich



Das Lichtmikroskop

Okulare sind die Lupen, mit denen das
mikroskopische Zwischenbild betrach-
tet wird (Abb. 1.11). Dieses wurde von
Objektiv und Tubuslinse erzeugt und hat
einen nutzbaren ,Sehfeld“-Durchmesser
von 18 bis zu 32 mm. Okulare sind keine
einfachen Linsen, sondern ebenfalls kor-
rigierte Optiken, die aus mehreren Linsen
bestehen.

LViel hilft viel* — dieser Satz gilt nicht fiir
die Wahl der niitzlichen, auch ,foérder-
lich“ genannten VergroRerung. Gemeint
ist damit, dass man die Gesamtvergro-
Berung eines Mikroskops nicht dadurch
zu steigern versuchen sollte, indem man
stark nachvergroBernde Okulare (z.B.
16%) oder andere ,optische Nachbren-
ner* einsetzt, wenn das Objektiv bei klei-
ner numerischer Apertur nicht geniigend
Bildpunkte liefert. Umgekehrt gehen Fein-
heiten verloren, wenn ein Objektiv (z.B.
Planapochromat 10x) ganz kleine Details
im Zwischenbild bringt, aber ein Okular
mit geringer Vergrof8erung benutzt wird.

Die GesamtvergroBerung eines Mikros-
kops soll hoher als das 500-fache, aber
kleiner als das 1000-fache der jeweiligen
Objektivapertur sein. Dann ist man im Be-
reich der forderlichen VergroBerung.

Auflésungsvermogen:

Hinweise fiir die Praxis

Moderne Mikroskopobjektive ermogli-
chen es, das theoretische Auflésungs-
vermoOgen - gute Prdparate vorausge-
setzt - in der Praxis zu erreichen.

= Sind Objektiv und Praparat sauber?
Schon ein Fingerabdruck auf der
Frontlinse eines Luftobjektivs kann
die kontrastreiche Wiedergabe eines
Préparates storen, weil Streulicht er-
zeugt wird. Ahnliches gilt fiir Immer-
sionsobjektive, die mit verharzten
Resten oder Emulsionen (z.B. Ol mit
Wasser) verschmutzt sind. In solchen
Fallen ist eine griindliche Reinigung
mit einem Wattestabchen und
Wundbenzin nétig.

Haben die Deckgldser die richtige
Dicke?

Bei Objektiven hoher Apertur, die
ohne Immersionsdl benutzt werden,
ist es sehr wichtig, dass die verwen-
deten Deckglaschen die Normdicke
von 0,17 mm einhalten. In diesen
Fallen geht das Deckgldschen bereits
in die komplizierte Berechnung der
Objektive ein. ErfahrungsgemaR sind
die folgenden Abweichungen gerade
noch vertretbar:

+0,01mm bei N.A.>0,7

+0,03mm bei 0,3 <N.A.<0,7

Verwenden Sie das richtige Immer-
sionsol?

Das richtige Ol hat den Brechungs-
index (n =1,51). Starke ,Bildst6run-
gen“ treten auf, wenn Luftblasen in
der Immersionsschicht sind. Diese
Falle gilt es durch blasenfreies Auf-
bringen zu vermeiden.




1.2 Optik und Auflésung

Alles geregelt: Der Weg der
Lichtstrahlen - von der Leuchte
bis zum Auge

Bei der Konstruktion eines Mikroskops
wird darauf geachtet, dass die Lichtstrah-
len sauber durch das Instrument gefiihrt
werden. Nur so ist es moglich, auch mit
Leuchten geringer Wattzahl, ein helles
Bild zu erzeugen.

Ein wichtiger Grund fiir die Existenz von
Blenden und Filtern am Mikroskop ist,
dass nach jedem Objektivwechsel eigent-
lich die Beleuchtung neu eingestellt wer-
den miisste. Dies hat zwei Ursachen: Ein-
mal verdndert sich beim Objektivwechsel
die GrofBe des Prdparatausschnittes, der
gerade beobachtet wird. Bei einem Objek-
tiv mit niedriger Maf3stabszahl, z.B. 4, ist
das beobachtete Feld grof8 (ca. 5mm im
Durchmesser). Schaltet man nun zum Ob-
jektiv 40x um, so schrumpft der Durch-
messer des eingesehenen Feldes im Pra-
parat um den Faktor zehn (auf nur noch
0,5mm); die beobachtete Flache wird da-
mit hundertmal kleiner. Der andere Grund
ist, dass sich die numerische Apertur von
0,12 auf 0,65 erhéht. In Offnungswinkeln
ausgedriickt: von 15° auf 80°.

Die Regeln nach Kéhler (Abb. 1.12) ver-
langen, dass immer nur das beobachte-
te Feld im Prdparat beleuchtet wird und
nicht mehr, weil , iiberfliissiges* Licht als

stérendes Streulicht wirken kann. Gleich-
zeitig sollte aber stets der Lichtkegel der
Beleuchtung dem Offnungskegel des Ob-
jektivs angepasst sein, damit die numeri-
sche Apertur der Optik genutzt wird. Nur
so erreicht das Auflésungsvermégen sein
Optimum.

Die Hilfsmittel, mit denen all dies erreicht
wird, sind der Kondensor, der auch die
Aperturblende enthdlt, und die Leuchtfeld-
blende, die sich normalerweise im Stativ-
ful befindet. Die Leuchtfeldblende wird
mit Hilfe des Kondensors in das Praparat
abgebildet. Sie bestimmt, welcher Teil
des Praparats beleuchtet wird. Die Aper-
turblende hingegen wird in die ,Pupille”
des Objektivs abgebildet und regelt die
Ausleuchtung dieser Pupille. Die gesamte
Optik ist so berechnet, dass mit der Aper-
turblende auch die Offnungswinkel der
Lichtkegel richtig eingestellt werden.

Fast die ganze Kunst des Mikroskopierens
besteht im richtigen Gebrauch der Leucht-
feld- und Aperturblenden!

Der Kondensor - der den beleuchtenden
Lichtstrahl in das Prdparat hinein ,ver-
dichtet” - spielt eine groRe Rolle in der
Mikroskopie. Er ist so wichtig wie Objek-
tive und Okulare. Mit Hilfe des Konden-
sors wird das Prdparat ,ins rechte Licht
geriickt".

Abb. 1.12
Prof. August Kohler
(1866-1948) veroffentlich-
te schon 1893 Regeln fir
die richtige Beleuchtung
mikroskopischer Praparate.
Er entwickelte eine ausge-
kltigelte Beleuchtung, die
es ermdglichte, das volle
Auflésungsvermdogen der
Abbe’schen Objektive in der
Praxis zu nutzen.



Das Lichtmikroskop

Abb. 1.13
Lichtmikroskopische Auf-
nahmen einer Wasserprobe
mit einer fadigen Griinalge
und Pilzhyphen im Hellfeld
(HF), Dunkelfeld (DF),
Phasenkontrast (PH) und
Interferenzkontrast (DIC). Im
Hellfeld sind die Pilzhyphen
fast unsichtbar. Im Dunkel-
feld treten auch kleinste,
farblose Partikel gut hervor.
Die Darstellung der Pilzhy-
phen ist im Phasenkontrast
besonders gut. Der dicke
Algenfaden wird am besten
im Interferenzkontrast ab-
gebildet.

HF
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1.3 Kontrastverfahren

Hellfeldmikroskopie (HF)

Die Kklassische Hellfeldmikroskopie ist
fiir alle Amplitudenobjekte geeignet, d.h.
fir Objekte, die Licht absorbieren. Das
menschliche Auge benétigt bei hellem
Hintergrund ortliche Intensitdtsschwan-
kungen von 10-20%, um Objekte zu er-
kennen. In der Praxis hat man hdufig
Jfarblose* Prdparate, die sich nicht leicht
im Hellfeld mikroskopieren lassen; des-
halb werden Gewebeschnitte meist ge-
farbt. Ungefirbte Lebendprdparate wie
Bakterien oder Zellkulturen absorbie-
ren kaum Licht und sind daher schlecht
oder gar nicht zu erkennen (Abb. 1.13).
Die nachfolgend dargestellten Kontrastie-
rungsmethoden sind Maéglichkeiten, mit
denen optische Effekte im Praparat in (fiir
das Auge erkennbare) Intensitdtsverdnde-
rungen iibersetzt werden.

Dunkelfeldmikroskopie (DF)

Feine, helle Strukturen kénnen bei schra-
ger Beleuchtung und vor dunklem Hin-
tergrund besser betrachtet werden: sie
Jleuchten auf. Im Mikroskop wird ein
dunkler Hintergrund durch eine Ringblen-
de im Kondensor geschaffen. Die Konden-
soroptik beleuchtet dann das Praparat mit
einem Hohlkegel von Lichtstrahlen. Das
Licht trifft nicht auf das Objektiv, sondern
geht seitlich vorbei. Befinden sich kleine
Partikel wie Bakterien in der Objektebene,
so wird das Licht gestreut und vom Ob-
jektiv nun eingefangen. Das Objekt wird
hell leuchtend vor dunklem Hintergrund
sichtbar (Abb. 1.13).

Phasenkontrast (PH)

Der Phasenkontrast ist fiir sehr diinne
(wenige pum), ungefdrbte Objekte ideal.
Verschiedene biologische Zellstrukturen
haben meist auch unterschiedliche Bre-
chungsindices, die die Lichtphase unter-
schiedlich verschieben. Unser Auge kann
diese Phasenverschiebungen nicht erken-
nen. Die Anordnung einer Ringblende an-
stelle der Aperturiris im Kondensor, so-
wie eines Phasenkontrastobjektives mit
»Phasenring®, fiihrt zur Umsetzung des
Phasen-Gangunterschiedes in eine Amp-
litudendifferenz. Die Phasenunterschie-
de werden jetzt als Kontrastunterschiede
sichtbar (Prinzip der Addition bzw. Sub-
traktion von Wellen) (Abb. 1.13-15). Bei
dicken Prdparaten ist diese Methode auf-
grund der zu groBen und wechselnden
Phasenunterschiede ungeeignet.

Differentialinterferenzkontrast (DIC)

Der Differentialinterferenzkontrast baut
auf dem physikalischen Prinzip des ,,Po-
larisationskontrastes* auf. Es wird ein
doppelbrechendes Prisma in den Kon-
densor eingesetzt, das den polarisierten
Lichtstrahl auf dem ,Hinweg“ in zwei
Teilstrahlen aufspaltet. Sie gehen seitlich
gegeneinander versetzt durch die Probe.
Zeigt das Prdparat keine Brechzahlen-
unterschiede, passiert nichts. Gehen die
zwei Teilstrahlen jedoch durch Praparat-
strukturen mit unterschiedlichen Brech-
zahlen, so wird der eine der beiden Teil-
strahlen in Prdparatstrukturen mit der
hoheren Brechzahl stdrker abgebremst als
in den anderen und erhélt dadurch einen
Gangunterschied. Nachdem die Teilstrah-
len {iber ein zweites Prisma hinter dem



1.3 Kontrastverfahren

Objektiv (= DIC-Prisma) und dem Analy-
sator zuriickgelaufen sind, haben sie wie-
der - bedingt durch den Analysator - die
gleiche Schwingungsrichtung und kénnen
deshalb im Zwischenbild miteinander in-
terferieren. Die an der Oberfliche erfah-
renen Gangunterschiede setzen sich nun
in Grauwerte um, die das Auge erkennen
kann: kleinste Stufen werden als ,Pseu-
doreliefs* abgebildet (Abb. 1.13-14). Im
Allgemeinen erzielt man mit Interferenz-
kontrast eine Auflosungssteigerung.

Fluoreszenzmikroskopie (FL)

Einige Stoffe kdnnen bei ,Anregung” mit
Licht einer bestimmten Wellenldnge (z.B.
UV) charakteristisches (immer ldngerwel-
liges!) Fluoreszenzlicht emittieren. Von
einer starken zweiten Lichtquelle gelangt
das Licht {iber ein Anregungsfilter durch
das Objektiv auf das Praparat. Das entste-
hende Fluoreszenzlicht wird vom Objektiv
gesammelt und - weil es gréRere Wellen-
ldngen als das Anregungslicht aufweist -
vom (dichromatischen) Strahlenteiler
durchgelassen. Tubuslinse und Okular er-
zeugen wie gewohnt das mikroskopische
Bild, das jetzt nur noch aus Fluoreszenz-
licht besteht (Abb. 1.16).

HF

PH

DIC

S P
]

Abb. 1.14

Aufnahmen einer lebenden
Kieselalge im Hellfeld (HF),
Phasenkontrast (PH) und
Interferenzkontrast (DIC).
Die Alge ist zu dick fir den
Phasenkontrast. Die Darstel-
lung ist nur im Interferenz-
kontrast sehr gut.

Abb. 1.15

Aufnahmen eines Spross-
querschnittes der Kiefer
(Pinus nigra; Farbung mit As-
trablau + Safranin) im Hell-
feld (HF), Phasenkontrast
(PH) und Interferenzkontrast
(DIC). Der Schnitt ist zu

dick fiir den Phasenkontrast
und aufgrund der parakris-
tallinen Zellwand weniger
geeignet flr den Interferenz-
kontrast. Die Darstellung ist
nur im Hellfeld sehr gut.

Abb. 1.16

Aufnahmen eines fadigen
Cyanobacteriums im Inter-
ferenzkontrast (DIC) und
in Auflichtfluoreszenz (FL).
Die chlorophylireichen
Zellen zeigen eine starke
rote Eigenfluoreszenz. Die
terminalen Heterocysten
fluoreszieren bldulich.
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Das Lichtmikroskop

1.4 EinSte"llng des ein (Abb. 1.17). Beim entspannten Se-
Lichtmikroskopes hen erkennen Sie nur einen statt zwei
Lichtkreise. Brillentrdger lassen die

Vorbereitung Brille auf.

= Das Mikroskop ist vollstindig zusam-
mengebaut. Der Kondensor steht, falls 6. Bewegen Sie mit dem Fokussiertrieb

er einen Kontrastrevolver besitzt, auf den Mikroskoptisch samt Prdparat
Stellung ,,HF* fiir Hellfeld. vorsichtig auf und ab, bis Sie Details
= Zum Einstellen brauchen Sie ein Prd- so scharf wie mdglich erkennen (Abb.
parat. Sehr geeignet sind diinne, ange- 1.19). Es kann sein, dass die Ausleuch-
farbte Schnitte (Pflanzenstdngel). tung noch nicht stimmt.
= Zum Einstellen verwenden Sie das Ob-

jektiv 10 x,

Einstellung des Mikroskopes

1. Schalten Sie die Lichtquelle ein und
priifen Sie, ob Licht sichtbar wird
(Abb. 1.17).

2. Offnen Sie die Leuchtfeldblende bis
zum Anschlag: Der Lichtfleck hat nun 7. Jetzt beginnt das ,Kéhlern“: Sie ver-

den groBtmoglichen Durchmesser kleinern nun die Leuchtfeldblende und

(Abb. 1.18). bewegen mit dem Kondensortrieb den

Kondensor vorsichtig auf und ab, bis

3. Wenn Sie einen Kondensor mit Sie ein scharfes Bild der Leuchtfeld-
schwenkbarer Frontlinse verwenden, blende sehen (Abb. 1.20).

muss diese bis zum Anschlag in den
Strahlengang gebracht werden.

4. Stellen Sie die Hohe des Kondensors
so ein, dass seine Frontlinse von unten
etwa 1-3mm vom Prdparat entfernt
ist. Beriihren Sie dabei das Prdparat
nicht mit der Frontlinse.

Abb. 1.20

5. Wenn es sehr hell aussieht, reduzieren
Sie die Helligkeit, bis Sie diese als an-
genehm empfinden. Dann stellen Sie
an der Knickbriicke des Binokulartu-
bus den fiir Sie richtigen Augenabstand

12



1.4 Einstellung des Lichtmikroskopes

. Sie sehen nun das Bild der Leuchtfeld-

blende scharf abgebildet, aber es ist
noch nicht zentriert. Mit Hilfe der Zen-
trierschrauben (Abb. 1.21) am Konden-
sor stellen Sie die Leuchtfeldblende auf
Mitte (Abb. 1.22). Offnen Sie nun die
Leuchtfeldblende gerade soweit, bis ihr
Rand das Sehfeld gerade nach aufSen
verldsst (Abb. 1.23).

Abb. 1.22
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9. Zur Kontrastverbesserung muss die

noch voll gedffnete Aperturblende ver-
kleinert werden. Sie darf aber nicht zu
stark geschlossen werden, um die Auf-
16sung nicht zu vermindern. Sie sehen
die Aperturblende, wenn Sie ein Oku-
lar herausziehen und direkt in den Tu-
bus blicken (Abb. 1.24). Nun 6ffnen und
schlieBen Sie die Aperturblende im
Kondensor, bis Sie das Bild in der Pupil-
le des Objektivs klar erkennen. Stellen
Sie den Durchmesser der Aperturblen-
de so ein, dass sie etwa 4/5 (80%) bis
2/3 (66%) des Pupillendurchmessers
ausleuchtet (Abb. 1.25-26). Bei die-
ser Einstellung haben Sie fast die vol-
le Auflésung und den besten Kontrast.
Setzen Sie Thr Okular wieder ein - ihr
Mikroskop ist jetzt ,,gekdhlert*.
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M.]. Schleiden: Die Pflanze und ihr Leben (1864)
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Prdparation und mikroskopische Praxis

21 Reagenzien und 100 Deckgliser

Zeichenmaterial [ 18x18mm
50 Objekttrager Y—
76 x 26mm, Mattrand (zur Be- S 0 a.5|::_r mge‘n
schriftung mit Bleistift); geputzt [imm; Hier nicht sparen:

schlechte Klinge

= schlechter Schnitt

= schlechtes Bild

= schlechte Zeichnung

Taschenmesser a = Frustration

c o . = i it!
Braucht ein Biologe immer! selnadte U clie e

(sind sie leider manchmal trotz-
dem nicht - dann beim Hdndler
umtauschen).

Paplertaschentucher ) Skalpell und sehr feine
J— Beim Schneiden der Zwiebel, zur.n Pinzette
Halten von Brennnessel, Aufwi- Fiir feinere ,,Zuricht arbeiten*:
o o o schen usw. z.B. um Abziehen von Epider-
Filterpapier mis und zum Abnehmen von
Schnitten.

Mit Schere in + rechteckige Stiicke
schneiden. Absaugen mit der glat-

ten Schnittkante. N 0N

2 Prdpariernadeln
Schere Unentbehrlich! Zum Ubertra-
Zum Abschneiden von Bliiten, gen der Schnitte ins Wasser, zur
Blittern, Stingeln, aber auch zum Orientierung der Schnitte.
Schneiden von Filterpapier.

Lupe
Braucht ein Biologe immer!

Zeichenblock 50 Blatt -
: Block (DIN A4, 50 Blatt)
Druckbleistift (0,5mm, HB)
Lineal
Radiergummi
q Buntstifte

@

"
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lod-lod-Kalium

Zum Nachweis von Stérke (Blauvi-
olett-Farbung). 6,7% K], 3,3% ], in
Wasser.

Astrablau

Zum Nachweis von nicht verholz-
ten Zellwinden (Blaufirbung).
0,1% Astrablau + 2% Weinsdure in
Wasser.

Safranin

Zum Nachweis von verholzten
Zellwianden (Rotfdrbung). 1% Saf-
ranin in Wasser.

Ethanol (50 %ig)

Zur Differenzierung der Firbun-
gen mit Astrablau und Safranin;
zum Entfernen von Luftblasen.

Chlorzinkiod

Zum Nachweis von Cellulose
(Blaufdrbung). 60g ZnCl, + 30g
H,0 +20g K] + 4g ], riihren, sedi-
mentieren, filtrieren.

Kaliumnitrat
In hypertonischer Losung fiir die
Plasmolyse. 10% KNO, in Wasser.

Sudan-lil-Glycerin

Zum Nachweis von Cutin, Sube-
rin, Fetten, dtherischen Olen und
Wachsen. 0,1% Sudan-III in Etha-
nol/Glycerin (1 : 1).

2.1 Reagenzien und Zeichenmaterial

\&/ .' ' l‘
| -

Starkenachweis
siehe S. 79

Wasser
Eckenkollenchym;
sieche S. 110

Sklerenchymfasern;
siehe S. 116

Differenzierung;
siehe S. 21

Cutikularschicht;
siehe S. 124

Plasmolyse;
siehe S. 54

Cuticula;
siehe S. 124
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Abb. 2.1

Die (Quer-)Schnitte sollen so
diinn wie mdglich sein und
genau senkrecht zur Langs-
achse des Organs gefihrt
werden. Den Schnitt vorsich-
tig in einen Tropfen Wasser
Gberfiihren; tiberschssiges
Wasser absaugen, so dass
das Deckglas plan auf dem
Schnitt liegt.

Abb. 2.2

Es ist meist notwendig,
mehrere Schnitte anzuferti-
gen. Sind neben dicken auch
diinne Schnitte unter dem
Deckglas, liegen diese nicht
~plan“. Bei unterschiedlicher
Qualitat der Schnitte: Die
schlechten ,Schrdgschnitte®
(1) verwerfen. Die diinnen
(2 + 3) und die dickeren
Schnitte (4) separat mit
Deckglaschen versehen,
dabei gleich richtig orien-
tiert plazieren. So haben sie
jeweils optimale optische
Bedingungen.
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2.2 Schneiden:
Grundlagen und
Probleme

Warum ein diinner Schnitt?

Da pflanzliche Zellen nur einen Durch-
messer von ca. 50 um haben, liegen z.B.
in einem Schnitt mit 1mm Dicke 20 Zel-
len iibereinander; erst ein entsprechend
diinner Schnitt ermdglicht den ungehin-
derten Blick in einzelne Zellen.

Warum eine gute Schnittfiihrung?
Leitelemente, wie z.B. Tracheen und Sieb-
rohren, sind nur dann als Réhrchen er-
kennbar, wenn sie genau senkrecht zur
Langsachse geschnitten sind (Abb. 2.1)
und man senkrecht auf die Réhrchen
blickt.

Orientierung der Schnitte

Es ist viel einfacher, den Schnitt richtig
auf dem Objekttrager zu platzieren, als
mit ,,gedrehtem Mikroskop“ zu zeichnen
(Abb. 2.2).

Der Goldene Schnitt

= Schneiden ist eine handwerkliche
Fahigkeit, die erst erlernt sein will. Wer
es mit einem einzigen Schnitt schafft,
ist ein Kiinstler oder ein Gliickspilz.

Ein optimaler, diinner Schnitt erfor-

dert:

- eine scharfe Klinge (eine unbenutz-
te Stelle einer Rasierklinge ist also
immer von Vorteil),

- ein hartes Objekt (ggf. Gewebe in Al-
kohol einlegen; Entwdsserung fiihrt
zur Hartung),

- eine kleine Schnittflache (immer nur
so viel Flache schneiden, wie nétig).

Ein Schnitt Giber den ganzen Spross-
querschnitt ist fiir die Ubersichts-
zeichnung u. U. gut geeignet, aber
fir die Detailzeichnung meist zu dick.
Deshalb immer mehrere Schnitte an-
fertigen und die geeigneten auswah-
len (Abb. 2.2). Auch kleinste ,Schnit-
zelchen® kdnnen hervorragend fiir
Detailbeobachtungen geeignet sein
(Abb. 2.3).

Richtige Schnittfiihrung (z. B. quer,
radial, tangential).

Richtige Behandlung des Schnittes:
Blasenfrei ,eindeckeln®, ,Wasserstand*“
optimieren, nicht quetschen (Abb.
2.4).




