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Untersuchungen von Flechten

Von Dr. Felix Schumm

1. Vorbemerkung

Beim Mikroskopikertreffen 17.05.-01.06.1985 in Einsiedeln (Schweiz) habe ich ein
Praktikum Uber Flechten abgehalten. Damals wurde mein Manuskript leider nicht aus-
geteilt. Vielleicht besteht bei unseren Mitgliedern dennoch Interesse, eine gekirzte
Fassung zu erhalten.

Ich hatte die Ubungen nicht nach Themen wie vegetativer Bau, Schlauchstrukturen
etc. gegliedert, sondern an ausgeteilten Flechten die jeweils interessanten und gut zu
beobachtenden Eigentimlichkeiten besprochen. Praparative Bemerkungen sind bei
den einzelnen Arten und im Anhang zu finden.

2.  Xanthoria parietina

Die Gestalt der Flechten wird meist durch den Pilz bestimmt. Die Pilze bilden ein
Flechtwerk (Plectenchym:;), das locker oder dicht, mal aus langgestreckten Zellen, mal
aus kurzen rundlichen Zellen aufgebaut ist. Manches Flechtwerk kann, wenn es fertig
ausgebildet ist, aussehen wie ein richtiges Gewebe (Parenchym;) und wird dann
Paraplectenchym; oder Pseudoparenchym; genannt.

Die Algen sind in den Flechten meist unter der oberen Rinde in einer besonderen
Schicht zu finden (heteromerer Thallus;). Es gibt allerdings auch Flechten, in denen
die Algen gleichmaBig verteilt und dann oft auch formbestimmend fur den Flechten-
kérper sind (hom&omerer Thallus;).

Zur Untersuchung ist es nétig, mit einer Rasierklinge mdéglichst diinne Schnitte durch
eine Flechte herzustellen. Meist ist es glnstiger, die Flechte trocken zu schneiden. Ist
sie jedoch zu hart, muss man sie vor dem Schneiden befeuchten. Besonders diinne
Schnitte erhalt man recht rasch mit der in folgendem Kasten dargestellten Methode.
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An Schnitten durch Xanthoria erkennt man:

1. Obere Rindenschicht (stark mit gelber Chrysophansaure inkrustiert)

2. Algenfiihrende Schicht ("Gonidien;schicht") Es handelt sich um Trebouxia;
Algen. Zum genauen Beobachten der Algen muss der Schnitt mit
Prapariernadeln fein zerzupft oder gequetscht werden, bis man einige Algen-
zellen aus dem Verband herausgeldst hat und diese mit der Olimmersion be-
obachten kann.

Markschicht, bestehend aus lockerem Plectenchym
untere Rindenschicht

Wourzelfasern (Rhizinen;)

Herstellung von Flechtenquerschnitten mit Histowachs:

Eine Messerspitze Histowachs wird auf einen Objekitrager ge-
geben und mit einem Feuerzeug zum Schmelzen gebracht. In
das noch flissige Histowachs driickt man ein ca 4 mm langes
trockenes (!!) Thallusstiickchen der zu schneidenden Flechte und
wartet, bis das Wachs erkaltet ist. (Um das Abklhlen zu be-
schleunigen, kann man den Objekttrager auf den Objekttisch des
Mikroskops legen, wodurch die Warme rasch abgeleitet wird).
Dann schneidet man mit einer ggf. halbierten Rasierklinge, am
besten unter dem Binokular, diinnste Scheibchen ab. Die Schnit-
te werden mit dem Skalpell oder &hnlichem direkt auf einen an-
deren Objekttrager in einen Tropfen Wasser Ubertragen. Das Hi-
stowachs I6st sich in Wasser auf, und man kann die Schnitte
nach Auflegen eines Deckglaschens sofort untersuchen. Will
man von den Schnitten ein Dauerpraparat in Gray-Wess herstel-
len, muss man zuvor vorsichtig unter dem Deckglas so viel Was-
ser durchsaugen, bis das Histowachs entfernt ist, da dieses
sonst mit Gray-Wess einen aus vielen Tropfchen bestehenden
Niederschlag bilden wirde. Bevor man ein Dauerpraparat anfer-
tigt, sollte der Schnitt méglichst keine Luftblasen enthalten. Ggf.
mit einem Feuerzeug aufkochen lassen.
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Einen solchen Flechtenthallus, der einen "Rulcken-Bauchbau" aufweist bezeichnet
man als dorsiventral;. Er ist typisch fir alle Blattflechten und Krustenflechten.

Da die Zellwande der Pilze aus Chitin;, diejenigen der Algen hingegen aus Zellulose
bestehen, weisen wir die Verschiedenheit der Membranen durch folgende Reaktion
nach

Zellulose Nachweis

Unter dem Deckglas Lugolsche Ldésung; durch saugen. Da-
raufhin Schwefelsdure durch saugen (2 Teile Schwefelsaure,
1 Teil Wasser). Die Zellwande der Algen quellen auf und ver-
farben sich blau. Die Zellwande der Pilze bleiben braun und
werden nicht blau. Die Reaktion erfordert etwas Geschick und
ist nicht sofort an allen Algenzellen gut zu beobachten.

Viele Flechtenpilze haben im Zusammenleben mit der Alge die Eigenschaft entwickelt,
ganz besondere "Flechtensauren;" zu bilden, die sonst in dieser Weise im Pflanzen-
reich kaum vorkommen. Viele verfarben sich mit

e Kalilauge
e Chlorkalk
e Paraphenylendiamin

in charakteristischer Weise. Dies verwendet man als Hilfsmittel beim Bestimmen von
Flechten. Manche dieser Flechteninhaltsstoffe lassen sich in geeigneten L&sungs-
mitteln umkristallisieren und erzeugen dann spezifische Kristallformen, die ebenfalls
zur ldentifizierung der Arten verwendet werden kénnen.

Wir fertigen anschlieBend einen Schnitt durch die schisselférmigen Fruchtkdrper
(Apothecien;) von Xanthoria an. In den dinnen Schnitten, die man u.U. kraftig quet-
schen muss, sieht man die Schlauche (Asci;) mit jeweils 8 eigentiimlichen Sporen. Die
Sporen sind zweizellig und besitzen eine dicke Scheidewand, die von einer zarten Ka-
ndle durchzogen ist (polardiblastische Sporen;). Sie sind typisch fir die Familie:
Teloschistaceae (Caloplaca, Blastenia, Xanthoria etc.)
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Parietin-Nachweis:

Wir extrahieren auf dem Objekttrager einige Brdsel von Xan-
thoria parietina mit Benzol oder Aceton. Beim Eindunsten bil-
den sich schéne, in Wasser unlésliche, gelbe Parietinkristalle
(C16H1205). Saugt man unter dem Deckglas nun Kalilauge
hindurch, so |16sen sich diese Kristalle unter starker Rotfarbung
auf. Spater kristallisieren wieder rote Nadeln aus der alka-
lischen Lésung aus. Diese starke Rotfarbung mit Kalilauge
kann man auch direkt durch Auftupfen von Kalilauge auf ein
Flechtenstickchen beobachten.

Weiterhin sieht man, dass der Rand der Schisseln Algen enthalt und praktisch diesel-
be Struktur besitzt wie der Thallus (margo thallinis;). Das Gewebe, aus dem die
Schlauche entstehen (Hypothecium;), ist bei dieser Art hell und durchscheinend.

Lactophenol-Anilinblau:

Eines der in der Pilzkunde am haufigsten zur Untersuchung
verwendeten Reagenzien ist: Lactophenol-Anilinblau. Es hellt
auf und farbt in der Regel das Pilzplasma an. Sporen kdnnen
damit oft deutlicher erkannt werden. In manchen Fallen ist die
Anzahl der Sporenfacher erst in diesem Mittel sicher zu se-
hen, da vorher Oltropfen eine Mehrzelligkeit vortauschen kén-
nen, die gar nicht vorhanden ist. Setzt man dem Reagenz au-
Ber Anilinblau auch noch etwas Saurefuchsin zu, so kommt es
manchmal zu reizvollen Doppelfarbungen.

3. Cladonia furcata m. subrangiformis

Diese bodenbewohnende Strauchflechte wéachst auf trockenen, sonnigen Kalkhdngen
(Xerobrometen). In den grundstandigen weiBen Geschwiren der Stengel werden
Uberschissige Calciumionen offenbar in Form von Calciumoxalat ausgeschieden. Der
sachsische Flechtenforscher Alwin Schade hat nachgewiesen, dass eine ganze Reihe
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von Flechtenarten bei einem Uberangebot von Kalk solche Calciumoxalatexkretionen
bilden kénnen. Die gezeigte Flechte wurde, bevor Dr. Schade diese weiBen Gallen
richtig gedeutet hatte, als eine besondere Art behandelt. In manchen Blchern ge-
schieht dies heute noch!

Calciumoxalat-Nachweis:

Wir fertigen durch die Oxalatgallen dicke Handschnitte an, le-
gen sie auf dem Objekttrager in einen Wassertropfen und be-
decken mit einem Deckglas. Dann saugt man unter dem
Deckglas Schwefelsdure hindurch. Nach einiger Zeit bilden
sich an den entsprechenden Stellen Gipsnadeln.

Viele Cladonien enthalten Fumarprotocetrarsaure. Sie ist meist in der Algenzone und
der Rinde gespeichert und verleiht der Flechte einen bitteren Geschmack.

Fumarprotocetrarsaure-Nachweis:

Unter dem Deckglas wird eine frisch angesetzte alkoholische
Lésung von Paraphenylendiamin durchgesaugt. Es reichen
Spuren von Paraphenylendiamin zum Nachweis aus. Vorsicht,
Paraphenylendiamin ist giftig und gibt auf der Haut sowie auf
Papier etc. erst nach einiger Zeit hervortretende braune Fle-
cke. Statt die Lésung frisch anzusetzen, kann man auch die
Rezeptur von Steiner benutzen. Positiver Nachweis: Rotfar-
bung in den entsprechenden Flechtenzonen.

Wéhrend Xanthoria einen dorsiventralen Aufbau zeigte, ist Cladonia radiar gebaut. Alle
Cladonien sind hohl. Eine andere radiar gebaute Flechte, die Bartflechte Usnea, hat
dagegen ein sehr festes Stranggeflecht (Strangplectenchym;) als Mark und ist daher
fir Zugbelastung (Wind in Baumen) gut ausgeristet. Mit Hilfe der Histowachsmethode
ist es leicht mdglich, auch ohne Mikrotom L&ngsschnitte durch ein Stlickchen einer
Bartflechte zumachen.
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4. Collema oder Leptogium spec.

Collema hat Blaualgen aus der Gattung Nostoc als Symbiosepartner. Im Schnitt sind
die kettenférmigen Nostocfaden zu sehen. Blaualgen sind sehr urspringliche Orga-
nismen und enthalten wie Bakterien keine Kerne (Procaryonten). Einzelne Zellen der
Nostoc sind etwas farblich abweichend und verdickt. Es sind Heterocysten;, mit denen
Nostoc; Luftstickstoff binden kann, eine Fahigkeit, die nicht viele Organismen besitzen
(weitere sind Strahlenpilze z.B. als gallenbildende Symbiosepartner in Erlenwurzeln
oder das Bacterium radicicolum in Lupinen und anderen Fabaceae).

Wir kénnen in den Nostoczellen jedoch Volutinkugeln (Nukleoproteid, enthalt Ribonuk-
leinsaure, Polyphosphate, Lipoproteide) nachweisen:

Volutinanfarbung bei Nostoc:

Anfarben mit wassriger Methylenblaulésung;. Gegebenen-
falls unter mikroskopischer Kontrolle mit stark verdinnter
Schwefelsadure (ca 1%) differenzieren, bis nur noch das
Volutin dunkelblau ist. Betrachtung mit Olimmersion erforder-
lich!

Es sei noch eine Doppelfarbung mitgeteilt, die allerdings nur an aufgeklebten
Mikrotomschnitten gute Ergebnisse leistet (s. nachste Seite).

5. Lecidella elaeochroma

Lecidella (Lecidea) elaeochroma (Schwarznapfflechte) ist eine sehr haufige Krusten-
flechte auf Laubholzrinde. Auf einem grau grunlichen, rissig warzigem Thallus wach-
sen die Apothecien, die eine schwarze Scheibe und einen schwarzen Rand besitzen.

Wir fertigen Langsschnitte durch ein Apothecium an. Mit einer Rasierklinge (ich benut-
ze halbierte Rasierklingen) schneiden wir dazu von den noch auf der Rinde festge-
wachsenen Apothecien dinne Scheibchen herunter. Gunstig ist es, wenn man das
Schneiden unter dem Binokular verfolgen kann.
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Schnitte in Wasser untersuchen:

Anilinblau - Bismarckbraun:

Objekt: Collema tenax in Pfeiffer fixiert, in Paraffin Gber Me-
thylbenzoat eingeschlossen, Schnitte etwa 6 - 10 um dick,
mit EiweiBglycerin aufgeklebt und Kollodiumh&autchen abge-
sichert.

Kollodiumh&utchen:
1. 100 % Isopropanol
2. 0.2 % Kollodiumlésung
3. 70 % Spiritus 5 min zum Harten
4. Wasser

Farbung:

1. Anilinblau- Lactophenol
Die Farbe farbt sehr selektiv die Nostoczellen an
das Hyphenplasma wird schwacher angefarbt

2. Wasser

3. Bismarckbraunlésung (in ca. 50 % Spiritus)
Die Farbe farbt die Gonidien nicht, sondern farbt die
sonst unsichtbare Gallerte zwischen Pilzhyphen und
Algenzellen

4. Wasser

5. Spiritus 70%, 94%

6. Isopropanol, Xylol, Cadax

Ergebnis: Die Nostoczellen sind blaugefarbt unter der Olim-
mersion hat ihr Plasma eine wabige Struktur, Volutinkérper
sind nicht selektiv angefarbt. Das Pilzhyphenplasma ist
ebenfalls schwach blaulich und granuliert angefarbt. Die Gal-
lerte ist gelb bis orange und einzelne Abscheidungszonen
sind in bestimmten Fallen gut zu erkennen.
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Nur der duBerste Rand des Gehauses, das die Fruchtschicht (Hymenium) umschlieBt,
ist bei dieser Art schwarz gefarbt. Bei anderen Arten der Gattung Lecidea ist auch die
ganze Schicht unter den Schlauchen (Hypothecium) kohlschwarz. Im Gegensatz zu
Xanthoria ist der schwarze Scheibenrand véllig algenfrei und wird offenbar durch ein
ganz anderes Pilzgeflecht aufgebaut als das restliche Lager der Flechte. Ein solcher,
vom Fruchtgewebe aufgebauter, algenfreier Scheibenrand wird "Eigenrand” (margo
proprius;) genannt.

Die Sporen von Lecidea sind einzellig, durchscheinend, eiférmig und liegen zu 8 in den
Schlduchen.

Mit Gray-Wess, das man unter dem Deckglas durchsaugt, lassen sich von gelungenen
Schnitten gut ungefarbte Dauerpraparate herstellen.

6. Buellia punctata

Buellia punctata bildet winzige, unauffallige, schwarze punktférmige Fruchtscheibchen
auf einem diinnen grauen Lager aus. Sie kommt vor allem auf Alleebdumen in sonni-
ger, warmer Lage vor. Wir stechen mit einem Skalpell ein Fruchtscheibchen ab und
fertigen ein Quetschpraparat an. Schnitte sind nicht nétig, da beim Quetschen, die
Fruchtschicht meist genligend ausgebreitet wird. Interessant sind die dunklen zweizel-
ligen Sporen und die am Ende braungefarbten, kugelférmig verdickten Fullfaden
(Paraphysen;), die charakteristisch fir alle Buelliaceae sind.

7. Graphis scripta

Wir schneiden die schriftférmigen Fruchtkérper quer zu ihrer LAngsachse und untersu-
chen in Lactophenol-Anilinblau. Im mitgeschnittenen Lager findet man die Alge
Trentepohlia;. Die Sporen dieser Art sind parallel-mehrzellig mit linsenférmigen Spo-
renfachern. Allerdings erwischt man haufig Flechtenproben, in denen alle Sporen
schon ausgestreut sind, so dass keine vollen Asci mehr zu entdecken sind. In
Quetschpraparaten ist nicht viel zu sehen!
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8. Verzeichnis der verwendeten Chemikalien

Gentinanaviolett

Messerspitze Farbstoff in Aqua dest. auflésen. Die genaue Konzentration ist

unwichtig

Gray-Wess (EinschluBmittel)

Polyvinylalkohol 29

Glycerin 5 mi
Milchsaure 5 mi
Wasser 10 ml

im Wasserbad mehrere Stunden erhitzen, bis sich
alles gel6st hat

Histowachs llI

Polyathylenglycol Smp. 56-58 C (zu beziehen bei Chroma Stuttgart)

Jodjodkali
Jod 19
Kaliumjodid 29
Aqua dest. 300 ml
Kalilauge (zur Aufhellung von Schnitten)
Kaliumhydroxyd 10 g
Aqua dest. 100 ml
Lactophenol:
Phenol krist 20 ¢
Milchsaure 209
Glycerin 40 ¢
Wasser 20 ¢

Lugolsche Lésung siehe Jodjodkali

Methylenblau

Messerspitze Farbstoff in Aqua dest auflésen. Die genaue Konzentration ist

unwichtig
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Paraphenylendiamin n. Steiner
Paraphenylendiamin 19
Natriumsulfit 10 g
Aqua dest. 100 ml

Schwefelsdure
Es genligt technische Schwefelsaure

weniger wichtig sind:

Chloralhydrat (zur Aufhellung von Schnitten)
Chloralhydrat 50 ¢
Aqua dest 25 ml

Phosphormolybdéansaure  (zur Haltbarmachung von Gentianaviolett und ande-
ren basischen Anilinfarbstoffen gegen nachfolgende Alkoholbehandlung)
Phosphormolybdansaure 59
Aqua dest 100 ml
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