Protokoll zur Erfassung der Beerenhautoberflache
mittels Kryo-Rasterelektronenmikroskop

Hintergrund

Die Beerenhauttextur und deren Wachsauflage hat einen erheblichen Einfluss auf die Anfélligkeit einer
Rebsorte gegenuber der Grauschimmelfaule verursacht durch Botrytis cinerea. Im INTERREG-Projekt
WiVitis wird diese Wachsauflage von Beeren pilzwiderstandsféahiger Rebsorten (PIWIs) sowie
traditioneller Rebsorten mit verschiedenen Methoden untersucht. Neben dem Einsatz sensorgestitzter
Verfahren wird auch ein Kryo-Rasterelektronenmikroskop (Kryo-REM) eingesetzt. Mit diesem kann die
Beerenhautoberflache bis zu 40.000-fach vergrofRert dargestellt werden, um die winzigen Strukturen
der Wachsauflage fur das menschliche Auge sichtbar werden zu lassen und diese auf Struktur-
unterschiede hin zu untersuchen.

Probenvorbereitung

Zunachst wird aus der vorausgewahlten Beere ein 3-5 mm
groBBes, flaches Stick der Beerenhaut mit einem Skalpell
herausgeschnitten und zusammen mit weiteren Beerenhaut-
praparaten auf einem Probenteller fixiert.

Im REM herrscht ein sehr hohes Vakuum bei Raumtemperatur. Das Wasser
in dem Beerenhautpraparat wiirde somit sofort verdampfen und die Wachse
kollabieren. Daher missen die Préaparate vorher in flissigem Stickstoff bei
-210°C schockgefrostet werden. Bei dieser optimalen Gefrierrate bilden sich
keine Eiskristalle, wodurch die Zellen und Wachse der Proben unversehrt
bleiben und originalgetreu aufgenommen werden kdénnen.

Praparation der
Beerenhautprobe unter
dem Auflichtmikroskop

Funktion im Kryo-REM

Unsere Probenplatte mit den zehn gefrorenen Beerenhautstiicken kann
nun in die Kryo-Einheit eingebracht werden. Da die unseres Projekt-
partners NI Lab Basel Uber ein Sichtfenster verfigt, lasst sich
beobachten, wie die gefrorenen Proben mit ca. 30 nm Gold (mdglich
sind auch andere elektrisch leitfahigen Metalle oder Kohlenstoffe)
beschichtet werden. Dies verhindert spater im REM ein Aufladen der
Proben unter dem Elektronenstrahl, stabilisiert diese und verbessert ®
deren bildgebende Sekundérelektronensignale.

Gefrorene Proben in der
Kryo-Einheit

AnschlieRend erfolgt eine Uberfiihrung der praparier-
ten Proben durch die Schleuse in das REM. Bei ca.
-150°C wird der Elektronenstrahl Zeile fur Zeile tber
die Probe gefilhrt und interagiert an jedem Punkt mit
der Probenoberflaiche. Die entstehenden Signale
werden mit Detektoren gemessen, mit welchen die
Beschaffenheit der Probenoberflache dargestellt
wird. Je nach Anzahl der an einem Punkt gemes-
senen Elektronen, wird dieser auf dem PC-Bildschirm
heller oder dunkler erscheinen. Das Resultat sind
beeindruckende, hochaufgeléste Fotos von Beeren-
hautoberflachen diverser Rebsorten.
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