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Zusammenfussung

Der £ schichtweise Abbau orgamischen Materials durch Oxydation in einer Hochfreguen:.-
entladung wird anhand von secha ausgowithlten botanischen Objokten dorgeatellt. Mit REM-
Aufnabmen vor und nach der Abtragung wird gezeigt, dal die Methods in bestimmtben Fillen
wosentlich zur Klirung von Zellwandstrukturen beitragen kann. Das Auftroten von Atzoffokten
dhnlichen Artefakten begrenzt die Untersuchung bei hohen VergroBerungen.

Summary

A dismantling layer by layer of organie material is possiblo by oxydation in high frequeney
gas discharge. Six botanical objecta are illustrated before and after the treatment with oxygen
by SEM micrographs, It is shown that this method can eontribute essentially to make the
strueture of coll walls aecessible for o seanning electron microseope exnmination. Structure
digturbanco by etehing effeots could not bo avoided and limit the examination under higher
magnifications,

Ei.uleitl.l.ug

Das Raster-Elektronenmikroskop (REM) bildet vom Arbeitsprinzip her nur
die Oberfliche der Untersuchungsobjekte ab. Selbst unmittelbar unter dieser Ober-
fliiche liegende Strukturen sind einer Analyse nicht ohne weiteres zuganglich. Die
Darstellung innerer Strukturen ist zwar im opiischen Schnitt bei durchstrahlbaren
Objekten im Lichtmikroskop mdglich, die Untersuchungen sind aber durch die
geringe Tiefenscharfe und Auflésung begrenzt. Das TEM erlaubt die Beobachtung
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von Ultradiinnsehnitten bei hichsten Vergrillerungen, eine riumliche Darstellung
ist aber aueh hier nicht ohine weiters, meist durch sehr aufwendige Methoden -
geben, Damit ist jeder Versuel, ,,innere Strukturen vines Kérpors durch behutsame.
Abtragen der dulleren Schichten Sehritt fiir Schritt freizulegen” (BrascErE und
Scauk, 1972) und somit einer REM-Analyse zu erschliefen, von grofem Interesse,
Mit einer solchen Methode wiire es dann z. B, miglich, komplizierte Innenstrukiuren
mancher Sporenwinde bei hohen VergriBerungen dreidimensional abzubilden,

Eine Abtragung organischer Schiehten fiir elektronenmikroskopische Unter-
suchungen ist seit langem durch die Ioneniitzung maglich, Dabei entstehen allers
dings starke Strukturschidigungen, dic z. B. vom Einschubwinkel der Tonen ol
hingen und die Anwendbarkeit dieser Methoden fiir die Raster-Elektronen-
mikroskopie stark einschrimken (Brascnkr und Scnvr, 1072 SerEmen, 1472},
Eine weszentlich schonendere Abtrogungsmethode ist die sog. . Kalte Verbrennung®,
d. h. eine Oxydation durch aktivierten Saverstoff ohne wesentliche Erbohung der
Temperatur. Erfolgt dabei die Aktivierung in einer durch Hochfrequenz erzeugten
Gasentladung, so entstehen Suuerstoff-Innen, die ohne Anlegen einer Gleichspannung
kaum zur Probe hin beschleunigt werden. Kommen die Tonen — der BOgeniLnnte
saktivierie Saverstolt™ mit der organischen Oberfliche in Beriihrung, entstehen
CO- oder COp-Molekiile, die als Gaz entweichen. Damit ist ein | schichtweiser
Abbau miglich, die lokale Abtragungsgesehwindigheit hingt dabei u. a. von der
chemischen Zuﬁlunm::nsetzung des Materials ab. e Methode des Abbans ﬂr‘!__‘f"]ii.
scher Substanzen durch hochfrequenzaktivierten Sauerstofl (im folgenden kurz
wHochfrequenzoxydation®  ader wOxydation™ genannt) wurde am  Zentrom  fiir
Elektronenmikroskopie Graz/Austria entwickelt (Uhersicht bei Jakoro, 1960):
eing verbessorte Apparatur von ALDRIAY ef ol (1967) vorgestellt, Biologische
Oberflichen hat man unseres Wissens mit dieser Methode noch nicht genauer unter-
sucht; ihre Anwendbarkeit fiir die Raster-Elektronenmikroskopie soll im folgenden
anhand botanischer Objekte pezeigt werden.

Material und Methoden

I. Material

Untersucht wurden die Oberfidchen friseher Blatt- unid sprobopidermen von
Gymno- und Angiospermen; Samenoberilichen einiger Angiospermen; Fichtenholz:
das Velamen radicum der Luftwurzeln von vier Orchideonarten: acetolvsierter
Pollen von Astermeee und Caclucene sowie Polliniemoberflichen von 'I'J;n'{_'htir.frmrnm_
Aufgrund lingerer REM-Erfahrung an botanischen Objekien wurden dabei bevor-
zugh solche Zellwandstrukturen fiir vine Untersuchung nusgewiihlt, bei denen ein
schichtweiser Abbau der Oberflichen wesentliche Einblicke in das Wandgefiige
versprach. Die genauer untersuehten Arten werden im folgenden Kapitel hcﬂp['ﬁn]]uu.
Die Objekte wurden fiir die weitere Priparation und REM-Untersuchung mit
Leitgilber bzw, Tesafilm auf Al-Probenteller anfgeklebt.

L. Hochfrequenzaktivierte Oxydation

Die Oxydation wurde mil der amn Zentrum fiie Elektronenmikroskopie Graz
entwickelten Gasentladungsapparatur GEA 004-8 durchgefithrt, Die Sauerstoff-
atmosphiire des Rezipienten wurde mit cinem Leybold-Heraeus EPA LOO- Pumpen-
stand anf ca. 107 Torr verdiinnt. Die Hochfrequenz der Gasentladungsapparatur
betrigt 27,125 MHz bei einer Ausgungsleistung von 40 Watt. Die Priiparate wurden
dem aktivierten Sauerstoff zwischen 5 und 60 min. anggesetzt,

Ahtragung hinlogiseher Oberflichen B

ITT. Metallbeschichtung und Raster-Blektronenmikroskopie

Sowoll die frischen al: auch die hochfrequenzoxydierten Priparate wurden
im Sputtering-Verfahren in einer verdiinnten Argon-Atmosphire mit Gold L.
schichtet (Kontrasticreinrichtung der Fa. Leitz). Dic REM-Untersuchung erfolgte
in ginem Cambridge Stereosean 8 G600 bei Beschleunigungsspannungen von 7.5 und
15 kV; fotografiert wurde mit der angesehlossenen Fotoautomatik. Die Anfnalmen
7h und Te wurden mit einom REM Cambridge MK 1T A gemacht,

Abb, I Samen von Plerospora andromeda Nutt, (Pyeslaceae }; o) welehondeliee Samen, b)) nech
30 win, Hoehfroguenzozydation; Veegr. 300 ;.
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Ergebnisse und Diskussion

Bei nllen untersuchten Priparaten wurde nach der Hochfreguenzoxydation
pine strultorells Veranderung der Oberflivche beobnehtet, Abhingiz von dier B
selimffenheit des Materials und Zeitdaver der Bebandlung, reicht die Skala dabei
von einer feinen Artefakt-Granulation bis hin zur villig abgetragenen Zellwand.
Als sehr schwach angreifbar erwies sich 2. B, Cutin, gut dagegen wurde Zellulose
ahgebaut.

Die nordamerikanische Pyrolacee Pteraspora andremeda Nurr. besitzt winzige
Staubsamen, die raster-elektronenmikroskopiseh genaner von Ravn el af. (1975)
besehrieben wurden. Auf der Testa fincden sich ringformige his beinahe kralerartige
Wandstrukturen (Abb. 1a), deren Natur nicht ohne weiteres erklichar ist, Licht-
mikroskopische Untersuchungen deuten daranf hin, dal o= sich um tiipfelart ige
Perforationen der inneren Periklinalwand der Testa handeln kinnte, die von der
membranartig diinmen periklinalen AuBenwand iiberdeekt werden, Bruchstellen
der Samenschale ergaben anch im REM keinen weiteren Aufsehlufl, Nach 30 min.
Oxvdation ist die dullere Periklinalwand weitgehend whgeteagen (Abl, 1) nnd
man etkennt nun, dall es sich um von einen Ringwulal umgebene Perforationen
der inneren Periklinalwand handelt. Eine Beobachtung diczer Wanddurehbriiche
bei hiheren Vergralerungen ergibt wegen der von der relativ langen Behandlung
herrithrenden Oberflichengranulation keine weiteren Informationen. Diese Granu-
lation der Oberfliche ist eine fir die Hochfrequenzoxvdation dypische Psewlost ruktur.
Sie eripnert stark an die von der lonenitzung her bekannten Effekte, ALk, 2 weipt
bei Go00facher Vergroferung einen Ausschnitt ans der Oberfliche einer Bla-
epidermiszelle von Ficus elastice Roxus. (Moraceae), die gur Hilfte withrend der
Oxydation dureh einen ditnnen Film abgedeckt (links), sur anderen HENe etwa
30 min. vom Sauerstoff angegriffen worden war (rechts). Wiihrend dic unbehandelte
Cuticula von Fieus vollig glatt, ist. wurde durch die Behandlimg keine suubere
Abtragung erreicht, sondern die oben erwithnte Peendostrulitur (Abbe 2 reclis),

Al 2 (Werfidche einer Blattepiderneiszelle vop Ficas ofastiva Hoxl, ( Mormcene ) bed G000 facker

Vergeliflorung, Links fm Bild oie glatte, wunbehandelte Cuticela: rechis oJie fur die Hock
frequenzarydation an botavischien Cheeiidchen Dypesche Selngroaneloss clefefeldstruliure,
Wedtvre Eellfdrang iwm Tt

Abitragung buologisecher Obortliehon {1l

Bei den Loftwurzeln von Oneidivm sfoeyid Garay  (Orehiduesne) sind alle
Bhizodermizzellen  papillenartip awseesoren. Die Winde dicser Haare sind  im
REM-Bild (Abb. B0 platt und unstrokioriert. Kt der Sehnitt zeigt, dall sie leisten-
artige Wandverstiickongen anf der Innenseite tragen (Barmnnort aul CarEsics,
1976). Nachdom die Bhizodermis etwo 30 min, oxyvdiort worde, a8t sich der tor-
dierte Verlouf der inneren Wandleisten raster-elektronenmikroskopizeh darstellen
{Abb. 3b), Dias Velawmen radicum der Orehideen =owie dic dhnlich strokturierne
Testa mancher Orchideensamen erweisen sich als besonders peeignet fiir diese
Methode, Sehneidet mon dos ausdifforenzierte Velamer von Dendrobiwe sieberbim
Bewnn,  gquer, so erkennt man ein regelmiliges Leistennetz (Abb, 4a), das nach
dem Abban der Zwischenbezirke durch Oxyvedation (Alb, 4b) genaner dargestellt
werden kann. Ein besonders klares Beispiel fiie Strukturaufklirung dureh den
Wandabbau kann am  Velemen von COafesctum russellivpnm Hook, demonstriert
werden. [he Wand einer intakten Zelle (Abl, 5a) zeigt im REM geschwungene.
einfach his gabeliz versweigle Leisten und membranartig ausgespannte Zwischen-
leistenbezirke, in denen grolfe Wanddurehlriiehe liegen, Alnliche Wandstrukturen
sined el Anse e gigaatea Rerenn, ©omit anderen Mothoden gefunden ond analysiert
worden (NoeL, 1974). Im lehtmikroskopischen Bild orscheint die Zellwand dagegen
netzartig strukturiert, in der dlteren Literatur werden die Leisten aunch mehirfach
als .netzartig miteinander verbunden™ beschriehen. Der tatsichliche Verlaufl der
Wandverdickungen LBt sich nach Abban der Zwischenleistenbezirke darstellen.
Es zeigt sich nunmehr (Abb, 5b), dall die Leisten anf Vorder- und Rickseite iler
sleichen Zellwand unabhiingiy voncinnnider verlanfens sie diberkrensen siel dabe
und ergeben dann das hei der Durchstrahlung im Lichtmikroskop beobachtete
Netzmuster.

Bei der Untersuchung komplexer, tectater Pollen ergibt sich ein welterer
Anwendungsbereich innerhalb der Botanik. Hier lassen sich aber anch deatlich die
dureh Artefakibildung limitierten Grenzen der Methode anfacigon. Als Ohjelt
warde der acetolysierte Pollen von  Riipsalidopsia gacrtaeri (Ruckn) Morax
(€actacear) gewihlt, Der Broch dureh die Ewxine (Abb, 6) zeigt die Stratifikation
in Newine, Boeuln und Teclwm, letzteres mit supratectalon Spiwadas unid von einem
feinen Ringwall umgebenen Punkturen. Die Abb. Ta zeigt die Aufsieht aunf das
intakte Tectum: Abb. 7b und 7e einen jeweils senkrechi anr Hoehfrequenzguelle
liegenden Aussehnitt aus der Exine nach 15 bzw. 30 min. Oxydation. Nach 15 min.
erkennt man die feine Artefakt-Granulation der Exincoberiliiche (Abb, Th), das
Pertwnm sl gehon teilweise abgetragen, die urspriinglich souber begrenaten Punkturen
sindl stark vergroBiert. Nach 30 min, (Albb. e} ist das Teetuwrm woitgehend abge-
traven und man blickt nunmehr auf die freien Baewle. Die Abb, 8 gibt den Ab-
tragungsvorgang schematiseh wieder. Dargestellt ist jeweils cin Pollembornsckior
im Sehnitd, die Pleile geben die Riehiung zur Hochfrequenzquelle an. In Abb. Sa
ist die unbehandelte Exine, in Abb. 8b und Se die Pollenwand entsprechend nach
15 bzw. 30 min. Oxydation dargestelle. An den kugeligen Pollenkitnein lalt sl
zeigen, duld der Abban der Wand von ihrer Lage zur Hoelfrequenziuelle abhiangt
Es werden demnach aneh gentigend  beschleunigte Lonen erzengt, die cine vont
Einfallswinkel abhiingice Strukturschidigung  bewirken (Seueizer, 1952} Kin

_ sehichtweiser Abbau erfolgt nur an den Stellen, an denen durch ihire senkrechte
Lage wur Hochfrequenzsgquelle die Tonen senkreeht auftreffen. Am Rande der Pollen
entstelen durels die tongentinle Abtragung verstickt Preudostrokiuren, wie sie
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jrische Rhizodermis, &) nach 30 min,

er Foaftarzel von Onesdinm stacyif Caroy fl'i.l':'frl'nl'nl.'ru-}.' a ) unbeharndelte,

s Vergre. 801,

deepel s Velamen

3. Overfiddshia

Abb,

paedicam der faitiwurzel von Dendrobinn suwberbien Reichh, [, (Orehifoeeej; ol unbeheindelt, b} neck

gt 1.

Fergr.

15 wvin, Qrydation;

Abtragung biologischer Oherflichen il

dureh sehrigen TonenbeschuB z. B. von Vann ef ef, (1972) an Dentin erzengt wurden
Trotw der sezeigten Binschrinkungen konnte eine Verfeinerung der Methode de
Hoehfrequenzoxydation speziell fir die Palynologie von Interesse sein,

Al 3.

Wand einer cinzelien Zelle aus dem Velamen radicum von  Colaselum russellian
Hoal:, {Orchidaceas )y a) ie wunbchandelte Zellwand mit den oinfach bis gabeliy verzweigten
Verstdrkungaleisten und grofen Perforationen der Zwischenleistenbezirke, b) Nach 2 jrin.
Oxydation st die membranartig diinne Zellwand abgebaut. Das Gerist der wnabhangiy
vaneinander verfoufenden Loeisten anf Forders und Rickseite der gleichen Wand sind vr-
herlten, ihe Verlouf bann punmehr genaw anclysicrt werden, Vergr, 66024,
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Streat filation i

Muearn erkernd ofie

Abd, &, Bruch duech die Neine des Pollena von Jehipealidopais greeertnery fRegel ) Maren e taera ).

fhihek 1

Deetm, Bacula wnd Nexine, Vergr,

Auwfeicht auf die K
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L

Abd,

Vergr, 5000 - 1,

Abtragung biclogiseher Oberflchon 45

Cc

A, 8, Sehiehtweiser Wendalban einea feebabon Pollens, achamntiseh, Weiters Brkldrungen i
Preas,

Uber die Bedeutung des oxydativen Abbaus biologischer Oberflichen fiir die
Raster-Elektronenmikroskopie lassen sich anfgrund dieser beschrinkten Versuche
noch keine endgiiltigen Aussagen machen. In cinigen der hier vorgestellten Fiille
war mit dieser priaparativ nicht anfwendigen Methode cine eindeutige Struktur-
aufklirung méglich. Bei der Untersuchung bestimmter Zellwandtypen wird sich der
Abbau mit aktiviertem Sauerstoff vermutlich als unentbehrlich erweisen,
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