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(57)Die vorliegende Erfindung offenbart ein
Verfahren zum Mikro-CT-Scan von Endospermzellen
bei Gramineen-Samen mit hohem Starkegehalt. Das
Verfahren zum Mikro- CT-Scan von
Endospermzellen bei Gramineen-Samen mit hohem
Starkegehalt umfasst die folgenden Schritte: 1)
Ldsen von Phosphorwolframsaure in einer FAA-
Fixierungslésung, um eine
Phosphorwolframsaureldsung zu erhalten; 2)
Einweichen der zu priiffenden Samen mit hohem
Starkegehalt in die Phosphorwolframsdurelésung,
Durchfiihren einer Schiittlerbehandlung und danach
einer Fixierungs- und Farbebehandlung; 3)
Dehydratisieren und dann Trocknen der Samen mit
hohem Starkegehalt bei einem kritischen Punkt von
Kohlendioxid nach der Fixierungs- und
Farbebehandlung in Schritt 2); 4) Mikro-CT-Scan der
in Schritt 3) behandelten Samen mit hohem
Starkegehalt. Die Erfindung kombiniert die
Schittlervorbehandlung mit dem
Behandlungsverfahren fiir Samen mit hohem
Starkegehalt durch Einweichen unter Verwendung
einer Phosphorwolframséaurelésung und optimiert die
Behandlungsbedingungen. Danach erfolgt eine
Trocknung beim kritischen Punkt von Kohlendioxid,
was den Mikro-CT-Kontrast von Samen mit hohem
Starkegehalt stark verbessert.

Phosphorwolframsaure
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Verfahren zum Mikro-CT-Scan von Endospermzellen bei Gramineen-

Samen mit hohem Stéirkegehalt

TECHNISCHES GEBIET

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Mikro-CT-Scan von Endospermzellen bei

Gramineen-Samen mit hohem Starkegehalt und gehort zum Gebiet der Biotechnologie.

Stand der Technik

Eine uibliche Methode zur Untersuchung der Morphologie und Struktur von Starke- oder
Endospermzellen der Samen besteht darin, die Samen im Fallstadium in Scheiben zu schneiden
und die freiliegenden Starkekorner und Endospermzellstrukturen unter einem Lichtmikroskop
zu beobachten. Reife Samen sind jedoch aufgrund ihrer groBen Hérte dulerst schwierig zu
Schnitten zu schneiden. Daher ist es eines der technischen Probleme, die bei der Erforschung
der Morphologie und Struktur reifer Samen auftreten, wie der Anordnungszustand von
Samenendospermzellen mit hohem Stédrkegehalt direkt beobachtet werden kann, ohne die
Struktur reifer Samen zu zerstoren.

CN111398000A offenbart ein Verfahren zur Verbesserung des Mikro-CT-Kontrasts von
Samen mit hohem Stiarkegehalt, mit dem die morphologische Struktur von Samen direkt
beobachtet werden kann, ohne die Struktur von reifen Samen zu zerstoren, aber das Verfahren
ist nur fir Samen mit niedrigerem Stirkegehalt geeignet, wie Mungobohnensamen (mit
Starkegehalt von nicht mehr als 50%); Bei Samen mit hohem Stédrkegehalt gibt es aufgrund der
gleichméBigen inneren Dichte der Samen keinen Unterschied in der Strahldurchlassigkeit, und
der rekonstruierte Stirketeil des Bildes weist eine einheitliche Textur auf, und einzelne
Strukturen kénnen tiberhaupt nicht unterschieden werden. Daher ist ein Verfahren erforderlich,

um den Mikro-CT-Kontrast von Samen mit hohem Stirkegehalt wirksam zu verbessern.

OFFENBARUNG DER ERFINDUNG

Eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht darin, ein Verfahren zum Mikro-CT-
Scan von Endospermzellen bei Gramineen-Samen mit hohem Stérkegehalt bereitzustellen, bei
dem die Schittlervorbehandlung mit dem Behandlungsverfahren fiir Samen mit hohem
Starkegehalt durch Einweichen unter Verwendung einer Phosphorwolframsaureldsung
kombiniert wird und die Behandlungsbedingungen optimiert werden. Dann erfolgt eine

Trocknung beim kritischen Punkt von Kohlendioxid, was den Mikro-CT-Kontrast von Samen
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mit hohem Stiarkegehalt stark verbessert.

Erfindungsgemal wird die Aufgabe gelost durch die folgende technische Losung:

Das Verfahren zum Mikro-CT-Scan von Endospermzellen bei Gramineen-Samen mit
hohem Stédrkegehalt nach der vorliegenden Erfindung umfasst die folgenden Schritte:

1) Losen von Phosphorwolframsdure in einer FAA-Fixierungslésung, um eine
Phosphorwolframséurelosung zu erhalten;

2) FEinweichen der zu prifenden Samen mit hohem Stirkegehalt in die
Phosphorwolframsédurelosung, Durchfithren einer Schiittlerbehandlung und danach einer
Fixierungs- und Farbebehandlung;

3) Dehydratisieren und dann Trocknen der Samen mit hohem Stiarkegehalt bei einem
kritischen Punkt von Kohlendioxid nach der Fixierungs- und Farbebehandlung in Schritt 2);

4) Mikro-CT-Scan der in Schritt 3) behandelten Samen mit hohem Starkegehalt;

wobei:

der Starkegehalt der Samen mit hohem Starkegehalt mehr als 60% betragt;

in Schritt 2) die Bedingungen fiir die Fixierungs- und Farbebehandlung wie folgt sind:

die Temperatur betrédgt 4°C;

die Zeit betragt 30-60 Tage;

wihrend der Fixierungs- und Féarbebehandlung wird die Phosphorwolframsaureldsung
gewechselt und einer Schiuttlerbehandlung unterzogen, um dann die Fixierungs- und
Farbebehandlung fortzusetzen; wobei die Phosphorwolframsaureldsung alle zwei Wochen
ausgetauscht wird.

Die Samen mit hohem Starkegehalt werden aus Reissamen (mit einem Starkegehalt von
ca. 70%), Lila-Reissamen (mit einem Stiarkegehalt von 70%), Hirsesamen (mit einem
Starkegehalt von 70%), Hafersamen (mit einem Stiarkegehalt von 60%), Klebreissamen (mit
einem Starkegehalt von 75%), Sorghumsamen (mit einem Stédrkegehalt von 70%) oder roten
Reissamen (mit einem Stédrkegehalt von 60%) ausgewahlt.

In Schritt 1) betrdgt die Massenkonzentration von Phosphorwolframséure in der
Phosphorwolframséurelosung 1-10%, z.B. 1%, 5% oder 10%.

In Schritt 1) lautet die Zusammensetzung der FAA-Fixierlosung pro 100 ml wie folgt:
50% wissrige Ethanollosung 90 mL; Eisessigsdure S mL; Formaldehyd 5 mL.

In Schritt 2) sind die Bedingungen fiir die Schiittlerbehandlung wie folgt: die Temperatur
betragt 4°C; die Zeit betragt 7,5-8,5 h, vorzugsweise 8 h; die Drehzahl betragt 40-80 U/min,
vorzugsweise 60 U/min.

In Schritt 2) werden fiir verschiedene Samen mit hohem Stirkegehalt unterschiedliche



10

15

20

25

30

BE2024/5009

Fixierungs- und Farbebehandlungszeiten ausgewahlt, um einen besseren Kontrast zu erzielen,
insbesondere wird die Zeit der Fixierungs- und Farbebehandlung wie folgt festgelegt:

wenn die Samen mit hohem Stirkegehalt Reissamen, Lila-Reissamen, Hafersamen,
Klebreissamen oder rote Reissamen sind, betrdgt die Zeit der Fixierungs- und Farbebehandlung
39-41 Tage;

wenn die Samen mit hohem Starkegehalt Hirsesamen sind, betragt die Zeit der Fixierungs-
und Féarbebehandlung 30-32 Tage;

wenn die Samen mit hohem Stirkegehalt Sorghumsamen sind, betrdgt die Zeit der
Fixierungs- und Féarbebehandlung 58-60 Tage.

In Schritt 3) wird die Dehydratisierungsbehandlung unter Verwendung einer wassrigen
Ethanollésung  durchgefiihrt; wobei zur  Dehydratisierungsbehandlung  eine
Gradientendehydratisierung der Reihe nach unter Verwendung einer wéssrigen Ethanollésung
mit einem Volumenanteil von 70%, 80%, 90% und 100% fiir jeweils 10-20 Minuten erfolgt.

In Schritt 4) sind die Bedingungen fiir den Mikro-CT-Scan wie folgt: die Auflosung
betragt 0,56-1,15 um; die Abtastspannung betrégt 40-100 kV, vorzugsweise 100 kV; die Scan-
Schrittgrofe betragt 0,2°; 2 Bilder werden in jedem Winkel abgebildet.

In Schritt 4) werden fiir verschiedene Samen mit hohem Stdrkegehalt unterschiedliche
Auflosungen und Abtastspannungen eingestellt, um einen besseren Kontrast zu erreichen; die
Auflosung und Abtastspannung des Mikro-CT-Scans werden wie folgt festgelegt:

fur Reissamen betragt die Auflosung des Mikro-CT-Scans 0,88 pum und die
Abtastspannung betragt 100 kV;

fur Lila-Reissamen betrdagt die Auflosung des Mikro-CT-Scans 0,95 pm und die
Abtastspannung betragt 100 kV;

fur Hirsesamen betrigt die Auflésung des Mikro-CT-Scans 0,68 pm und die
Abtastspannung betragt 41 kV;

fur Hafersamen betrdgt die Auflosung des Mikro-CT-Scans 0,88 pum und die
Abtastspannung betragt 100 kV;

fur Klebreissamen betrdgt die Auflosung des Mikro-CT-Scans 0,88 um und die
Abtastspannung betragt 100 kV;

fir Sorghumsamen betragt die Auflosung des Mikro-CT-Scans 1,15 pm und die
Abtastspannung betragt 100 kV;

fur rote Reissamen betragt die Auflosung des Mikro-CT-Scans 0,74 um und die
Abtastspannung betragt 100 kV.

Bei der vorliegenden Erfindung werden die Samenschalen der Samen mit hohem
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Starkegehalt vor der Durchfithrung des Schritts 1) aufgeschnitten.

Mit der vorliegenden Erfindung werden die folgenden vorteilhaften Auswirkungen erzielt:

1. Die Erfindung kombiniert das Schittlerbehandlungsverfahren mit dem
Einweichbehandlungsverfahren unter Verwendung einer Phosphorwolframséurelosung, um
die Fixierungs- und Farbewirkung von Samen mit hohem Stérkegehalt zu verbessern, und dann
erfolgt eine Trocknung beim kritischen Punkt von Kohlendioxid, was den Mikro-CT-Kontrast
von Samen mit hohem Stérkegehalt stark verbessert.

2. Die vorliegende Erfindung bestimmt ferner die Betriebsbedingungen der
Schiittlerbehandlung und der Fixierungs- und Féarbebehandlung, um den Mikro-CT-Kontrast

von Samen mit hohem Stérkegehalt zu verbessern.

DARSTELLUNG DER ERFNDUNG

Fig. 1 Querschnitte der beim kritischen Punkt getrockneten Proben der lokal vergroferten
Reissamen, die mit FAA-Fixierungslosung, 10% Césiumiodid, 10% Phosphorwolframséaure
und 10% Phosphorwolframsédure behandelt wurden (von links nach rechts),

Fig. 2 Querschnitte der beim kritischen Punkt getrockneten Proben der lokal vergroferten
Lila-Reissamen, die mit FAA-Fixierungslosung, 10% Césiumiodid, Lugos-Losung, 10%
Phosphorwolframsédure und 10% Phosphorwolframsiure behandelt wurden (von links nach
rechts),

Fig. 3 Querschnitte der beim kritischen Punkt getrockneten Proben der Hirsesamen, die
mit FAA-Fixierungslosung, 10% Casiumiodid und 10% Phosphorwolframséure behandelt
wurden (von links nach rechts),

Fig. 4 Querschnitte der beim kritischen Punkt getrockneten Proben der Hafersamen, die
mit FAA-Fixierungslosung und 10% Phosphorwolframséure behandelt wurden (von links nach
rechts),

Fig. 5 Querschnitte der beim kritischen Punkt getrockneten Proben der Klebreissamen, die
mit FAA-Fixierungslosung, und 10% Phosphorwolframsaure behandelt wurden (von links
nach rechts),

Fig. 6 Querschnitte der beim kritischen Punkt getrockneten Proben der Sorghumsamen,
die mit FAA-Fixierungslosung und 10% Phosphorwolframséure behandelt wurden (von links
nach rechts),

Fig. 7 Querschnitte der beim kritischen Punkt getrockneten Proben roter Reissamen, die

mit FAA-Fixierungslosung und 10% Phosphorwolframséure behandelt wurden (von links nach
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rechts),
Fig. 8 Querschnitte der beim kritischen Punkt getrockneten Proben der
Mungobohnensamen, die mit FAA-Fixierungslosung, und 10% Phosphorwolframsaure

behandelt wurden (von links nach rechts).

KONKRETE AUSFUHRUNGSFORMEN

Eine weitere detaillierte Beschreibung der Erfindung wird nachstehend in Verbindung mit
konkreten Ausfithrungsform angegeben, und die angegebenen Ausfithrungsformen dienen nur
dazu, die Erfindung zu kléren, anstatt den Umfang der Erfindung zu begrenzen.

Die Versuchsverfahren in den folgenden Ausfithrungsformen, wenn es keine spezielle
Beschreibung gibt, sind herkommliche Verfahren, die geméal3 den in der Literatur auf diesem
Gebiet beschriebenen Techniken oder Bedingungen oder geméal3 der Produktspezifikation
durchgefiihrt werden.

Die Materialien, Reagenzien usw., die in den folgenden Ausfithrungsformen verwendet
werden, sind handelsiiblich, wenn keine spezielle Beschreibung vorliegt.

In den nachfolgenden Ausfithrungsbeispielen:

die Zusammensetzung der FAA-Fixierlosung (100 ml) lautet wie folgt: 50% wéssrige
Ethanollosung 90 mL; Eisessigsdure 5 mL; Formaldehyd 5 mL.

Herstellung der Phosphorwolframséurelosung: Losen von Phosphorwolframséure in einer
FAA-Fixierungslosung, um eine Phosphorwolframsédurel6sung mit einer Massenkonzentration
von 10% zu erhalten;

Herstellung der Céasiumiodidlosung: Losen von Césiumiodid in einer FAA-
Fixierungslosung, um eine Césiumiodidlosung mit einer Massenkonzentration von 10% zu
erhalten;

Herstellung der Lugos-Losung: 4 g Kaliumiodid und 2 g I» werden zu 50 ml FAA-
Fixierungslosung gegeben, um eine Lugos-Losung zu erhalten.

Trocknungsbehandlung beim kritischen Punkt von Kohlenstoffdioxid: die Behandlung
erfolgt mit einem Kritisch-Punkt-Trockner (CPD300, Leica).

Mikro-CT-Scan: mit Skyscan 1172, Bruker.

Versuchsbeispiel 1: Behandlung zum Verbessern des Mikro-CT-Kontrasts fir Reissamen

Die Reissamen werden in die FAA-Fixierungslosung, 10% Casiumiodidlésung bzw. 10%
Phosphorwolframséurelosung gegeben, und die Blasen werden durch wiederholtes Umdrehen

der Behilter entfernt, bis die Proben in die Losung einsinken. Schiitteln fiir 8 Stunden lang bei
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4°C auf einem Schiittler bei 60 U/min, und dann erfolgt ein Fixieren bei 4°C fiir 40 Tage; Die
Losung wird inzwischen alle zwei Wochen gewechselt. Nach jedem Wechsel muss die Losung
8 Stunden lang bei 4°C und 60 U/min auf dem Schiittler geschuttelt werden, dann bei 4°C
weiter fixiert; Dann wird die Gradientenethanoldehydratisierung mit 70%, 80%, 90% und
100% wassriger Ethanollosung durchgefithrt, und bei jedem Gradient erfolgt jeweils eine
Behandlung fiir 20 Minuten. Die dehydratisierten Proben werden einer Trocknungsbehandlung
beim kritischen Punkt von Kohlendioxid unterzogen.

Die getrockneten Proben werden einem Mikro-CT-Scan unterzogen. Die Auflosung fiir
die  Behandlung mit FAA-Fixierungslosung, 10%  Césiumiodidlosung,  10%
Phosphorwolframséurelosung betragt 0,88 um und die Abtastspannungen liegen bei 40 kV,
100 kV, 100 kV. Die Ilokale VergroBBerungsauflosung der mit 10%
Phosphorwolframsaurelosung behandelten Probe betrdgt 0,56 pm und die Abtastspannung
liegt beil00 kV; Die Scan-Schrittgrofle betrdgt 0,2° und 2 Bilder werden in jedem Winkel
abgebildet.

Nach dem Scannen der Probe erfolgt ein Rekonstruieren mit der NRecon-Software, um
ein Querschnittbild zu erhalten, wie in Fig. 1 gezeigt. Das obere linke Bild ist ein Querschnitt
von Reissamen, die mit FAA-Fixierungslosung behandelt wurden, das obere rechte Bild ist ein
Querschnitt von Reissamen, die mit 10% Ciasiumiodidlésung behandelt wurden, das untere
linke Bild ist ein Querschnitt von Reissamen, die mit 10% Phosphorwolframséure behandelt
wurden, und das untere rechte Bild ist ein teilweise vergroBerter Querschnitt von Reissamen,
die mit 10% Phosphorwolframsaure behandelt wurden; Der Vergleich der vier Bilder zeigt,
dass der Mikro-CT-Kontrast von Reissamen, die mit Phosphorwolframsaure behandelt und
beim kritischen Punkt von Kohlendioxid getrocknet wurden, signifikant verbessert wird und
die Morphologie der Endospermzellen deutlich sichtbar ist.

Versuchsbeispiel 2: Behandlung zum Verbessern des Mikro-CT-Kontrasts fir Lila-
Reissamen

Die Lila-Reissamen werden in die FAA-Fixierungslosung, 10% Césiumiodidlosung,
Lugos-Losung und 10% Phosphorwolframséurelosung gegeben, und die Blasen werden durch
wiederholtes Umdrehen der Behilter entfernt, bis die Proben in die Losung einsinken.
Schiitteln fur 8 Stunden lang bei 4°C auf einem Schiittler bei 60 U/min, und dann erfolgt ein
Fixieren bei 4°C fur 40 Tage; Die Losung wird inzwischen alle zwei Wochen gewechselt. Nach
jedem Wechsel muss die Losung 8 Stunden lang bei 4°C und 60 U/min auf dem Schiittler
geschittelt  werden, dann  bei  4°C  weiter fixiert; Dann  wird  die

Gradientenethanoldehydratisierung mit 70%, 80%, 90% und 100% wassriger Ethanollésung
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durchgefiihrt, und bei jedem Gradient erfolgt jeweils eine Behandlung fiir 20 Minuten. Die
dehydratisierten Proben werden einer Trocknungsbehandlung beim kritischen Punkt von
Kohlendioxid unterzogen.

Die getrockneten Proben werden einem Mikro-CT-Scan unterzogen. Die Auflosung fiir
die Behandlung mit FA A-Fixierungslosung, 10% Casiumiodidlésung, Lugos-Losung und 10%
Phosphorwolframséurelosung betrégt 0,95 pm und die Abtastspannungen liegen bei 43kV, 100
kv, 100 kV und 100 kV. Die lokale VergroBerungsauflosung der mit 10%
Phosphorwolframsaurelosung behandelten Probe betrdgt 0,56 pm und die Abtastspannung
liegt bei 100 kV; Die Scan-SchrittgroBe betrdgt 0,2° und 2 Bilder werden in jedem Winkel
abgebildet.

Nach dem Scannen der Probe erfolgt ein Rekonstruieren mit der NRecon-Software, um
ein Querschnittbild zu erhalten, wie in Fig. 2 gezeigt. In der obere Reihe sind von links nach
rechts jeweils Querschnitte der Lila-Reissamen, die mit FAA-Fixierungslosung, 10%
Céasiumiodid, Lugos-Losung behandelt wurden, und in der unteren Reihe sind von links nach
rechts lokal vergroBerte  Querschnitte der Lila-Reissamen, die mit 10%
Phosphorwolframséurelosung und 10% Phosphorwolframsaurelosung behandelt wurden.
Durch einen Vergleich ist ersichtlich, dass der Mikro-CT-Kontrast der Reissamen nach der
Behandlung mit Phosphorwolframsdure und der Trocknung beim kritischen Punkt von
Kohlendioxid signifikant verbessert wird und die Morphologie der Endospermzellen deutlich
sichtbar ist.

Versuchsbeispiel 3: Behandlung zum Verbessern des Mikro-CT-Kontrasts fiir Hirsesamen

Die Hirsesamen werden in die FAA-Fixierungslosung, 10% Césiumiodidlosung und 10%
Phosphorwolframsaurelosung gegeben, und die Blasen werden durch wiederholtes Umdrehen
der Behilter entfernt, bis die Proben in die Losung einsinken. Schiitteln fiir 8 Stunden lang bei
4°C auf einem Schiittler bei 60 U/min, und dann erfolgt ein Fixieren bei 4°C fiir 30 Tage; Die
Losung wird inzwischen alle zwei Wochen gewechselt. Nach jedem Wechsel muss die Losung
8 Stunden lang bei 4°C und 60 U/min auf dem Schiittler geschuttelt werden, dann bei 4°C
weiter fixiert; Dann wird die Gradientenethanoldehydratisierung mit 70%, 80%, 90% und
100% wassriger Ethanollosung durchgefiihrt, und bei jedem Gradient erfolgt jeweils eine
Behandlung fiir 20 Minuten. Die dehydratisierten Proben werden einer Trocknungsbehandlung
beim kritischen Punkt von Kohlendioxid unterzogen.

Die getrockneten Proben werden einem Mikro-CT-Scan unterzogen. Die Abtastspannung
jeder behandelten Probe liegt bei 41 kV, die Auflosung betrdgt 0,68 um und die Scan-
Schrittgrofe betragt 0,2°, und 2 Bilder werden in jedem Winkel abgebildet.
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Nach dem Scannen der Probe erfolgt ein Rekonstruieren mit der NRecon-Software, um
ein Querschnittbild zu erhalten, wie in Fig. 3 gezeigt. Dabei sind von links nach rechts jeweils
Querschnitte der Hirsesamen, die mit FAA-Fixierungslosung, 10% Césiumiodid, 10%
Phosphorwolframsaurelosung behandelt wurden. Durch einen Vergleich ist ersichtlich, dass
der Mikro-CT-Kontrast der Hirsesamen nach der Behandlung mit Phosphorwolframsaure und
der Trocknung beim kritischen Punkt von Kohlendioxid signifikant verbessert wird und die
Morphologie der Endospermzellen deutlich sichtbar ist. Da die Hirsekerne kleiner sind, ist auch
die Farbezeit kiirzer.

Versuchsbeispiel 4: Behandlung zum Verbessern des Mikro-CT-Kontrasts fiir Hafersamen

Die  Hafersamen  werden in die  FAA-Fixierungslosung  und 10%
Phosphorwolframsaurelosung gegeben, und die Blasen werden durch wiederholtes Umdrehen
der Behilter entfernt, bis die Proben in die Losung einsinken. Schiitteln fiir 8 Stunden lang bei
4°C auf einem Schiittler bei 60 U/min, und dann erfolgt ein Fixieren bei 4°C fiir 40 Tage; Die
Losung wird inzwischen alle zwei Wochen gewechselt. Nach jedem Wechsel muss die Losung
8 Stunden lang bei 4°C und 60 U/min auf dem Schiittler geschuttelt werden, dann bei 4°C
weiter fixiert; Dann wird die Gradientenethanoldehydratisierung mit 70%, 80%, 90% und
100% wassriger Ethanollosung durchgefiihrt, und bei jedem Gradient erfolgt jeweils eine
Behandlung fiir 20 Minuten. Die dehydratisierten Proben werden einer Trocknungsbehandlung
beim kritischen Punkt von Kohlendioxid unterzogen.

Die getrockneten Proben werden einem Mikro-CT-Scan unterzogen. Die Abtastspannung
der mit der FAA-Fixierungslosung behandelten Probe liegt bei 40 kV und die Abtastspannung
der mit der 10% Phosphorwolframsiurelosung behandelten Probe liegt bei 100 kV, die
Auflosung betragt 0,88 pm und die Scan-Schrittgro3e betragt 0,2°, und 2 Bilder werden in
jedem Winkel abgebildet.

Nach dem Scannen der Probe erfolgt ein Rekonstruieren mit der NRecon-Software, um
ein Querschnittbild zu erhalten, wie in Fig. 4 gezeigt. Dabei sind von links nach rechts jeweils
Querschnitte  der  Hafersamen, die mit FAA-Fixierungslosung und  10%
Phosphorwolframséurelosung behandelt wurden. Durch einen Vergleich ist ersichtlich, dass
der Mikro-CT-Kontrast der Hafersamen nach der Behandlung mit Phosphorwolframséaure und
der Trocknung beim kritischen Punkt von Kohlendioxid signifikant verbessert wird und die
Morphologie der Endospermzellen deutlich sichtbar ist.

Versuchsbeispiel 5: Behandlung zum Verbessern des Mikro-CT-Kontrasts fir
Klebreissamen

Die  Klebreissamen  werden in die  FAA-Fixierungslosung und  10%
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Phosphorwolframséurelosung gegeben, und die Blasen werden durch wiederholtes Umdrehen
der Behilter entfernt, bis die Proben in die Losung einsinken. Schiitteln fiir 8 Stunden lang bei
4°C auf einem Schiittler bei 60 U/min, und dann erfolgt ein Fixieren bei 4°C fiir 40 Tage; Die
Losung wird inzwischen alle zwei Wochen gewechselt. Nach jedem Wechsel muss die Losung
8 Stunden lang bei 4°C und 60 U/min auf dem Schiittler geschuttelt werden, dann bei 4°C
weiter fixiert; Dann wird die Gradientenethanoldehydratisierung mit 70%, 80%, 90% und
100% wassriger Ethanollosung durchgefiihrt, und bei jedem Gradient erfolgt jeweils eine
Behandlung fiir 20 Minuten. Die dehydratisierten Proben werden einer Trocknungsbehandlung
beim kritischen Punkt von Kohlendioxid unterzogen.

Die getrockneten Proben werden einem Mikro-CT-Scan unterzogen. Die Abtastspannung
der mit der FAA-Fixierungslosung behandelten Probe liegt bei 43 kV und die Abtastspannung
der mit der 10% Phosphorwolframsiurelosung behandelten Probe liegt bei 100 kV, die
Auflésung betragt 0,88 um und die Scan-SchrittgroBBe betrdgt 0,2°, und 2 Bilder werden in
jedem Winkel abgebildet.

Nach dem Scannen der Probe erfolgt ein Rekonstruieren mit der NRecon-Software, um
ein Querschnittbild zu erhalten, wie in Fig. 5 gezeigt. Dabei sind von links nach rechts jeweils
Querschnitte  der  Klebreissamen, die mit FAA-Fixierungslosung und  10%
Phosphorwolframséurelosung behandelt wurden. Durch einen Vergleich ist ersichtlich, dass
der Mikro-CT-Kontrast der Klebreissamen nach der Behandlung mit Phosphorwolframséure
und der Trocknung beim kritischen Punkt von Kohlendioxid signifikant verbessert wird und
die Morphologie der Endospermzellen deutlich sichtbar ist.

Versuchsbeispiel 6: Behandlung zum Verbessern des Mikro-CT-Kontrasts fir
Sorghumsamen

Die Sorghumsamen (mit aufgeschnittenen Samenschalen) werden in die FAA-
Fixierungslosung und 10% Phosphorwolframséurelosung gegeben, und die Blasen werden
durch wiederholtes Umdrehen der Behilter entfernt, bis die Proben in die Losung einsinken.
Schiitteln fur 8 Stunden lang bei 4°C auf einem Schiittler bei 60 U/min, und dann erfolgt ein
Fixieren bei 4°C fur 60 Tage; Die Losung wird inzwischen alle zwei Wochen gewechselt. Nach
jedem Wechsel muss die Losung 8 Stunden lang bei 4°C und 60 U/min auf dem Schiittler
geschittelt  werden, dann  bei 4°C  weiter fixiert; Dann  wird  die
Gradientenethanoldehydratisierung mit 70%, 80%, 90% und 100% wassriger Ethanollésung
durchgefiihrt, und bei jedem Gradient erfolgt jeweils eine Behandlung fiir 20 Minuten. Die
dehydratisierten Proben werden einer Trocknungsbehandlung beim kritischen Punkt von

Kohlendioxid unterzogen.
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Die getrockneten Proben werden einem Mikro-CT-Scan unterzogen. Die Abtastspannung
der mit der FAA-Fixierungslosung behandelten Probe liegt bei 40 kV und die Abtastspannung
der mit der 10% Phosphorwolframsiurelosung behandelten Probe liegt bei 100 kV, die
Auflosung betragt 1,15 pm und die Scan-Schrittgrof3e betragt 0,2°, und 2 Bilder werden in
jedem Winkel abgebildet.

Nach dem Scannen der Probe erfolgt ein Rekonstruieren mit der NRecon-Software, um
ein Querschnittbild zu erhalten, wie in Fig. 6 gezeigt. Dabei sind von links nach rechts jeweils
Querschnitte  der  Sorghumsamen, die mit FAA-Fixierungslosung und 10%
Phosphorwolframsaurelosung behandelt wurden. Durch einen Vergleich ist ersichtlich, dass
der Mikro-CT-Kontrast der Sorghumsamen nach der Behandlung mit Phosphorwolframséure
und der Trocknung beim kritischen Punkt von Kohlendioxid signifikant verbessert wird und
die Morphologie der Stirke- und Endospermzellen deutlich sichtbar ist.

Versuchsbeispiel 7: Behandlung zum Verbessern des Mikro-CT-Kontrasts fiir rote
Reissamen

Die roten Reissamen werden in die FAA-Fixierungslosung und 10%
Phosphorwolframséurelosung gegeben, und die Blasen werden durch wiederholtes Umdrehen
der Behalter entfernt, bis die Proben in die Losung einsinken. Schiitteln fir 8 Stunden lang bei
4°C auf einem Schiittler bei 60 U/min, und dann erfolgt ein Fixieren bei 4°C fiir 40 Tage; Die
Losung wird inzwischen alle zwei Wochen gewechselt. Nach jedem Wechsel muss die Losung
8 Stunden lang bei 4°C und 60 U/min auf dem Schiittler geschuttelt werden, dann bei 4°C
weiter fixiert; Dann wird die Gradientenethanoldehydratisierung mit 70%, 80%, 90% und
100% wassriger Ethanollosung durchgefiihrt, und bei jedem Gradient erfolgt jeweils eine
Behandlung fiir 20 Minuten. Die dehydratisierten Proben werden einer Trocknungsbehandlung
beim kritischen Punkt von Kohlendioxid unterzogen.

Die getrockneten Proben werden einem Mikro-CT-Scan unterzogen. Die Abtastspannung
der mit der FAA-Fixierungslosung behandelten Probe liegt bei 40 kV und die Abtastspannung
der mit der 10% Phosphorwolframsiurelosung behandelten Probe liegt bei 100 kV, die
Auflosung betragt 0,74 pm und die Scan-Schrittgrof3e betragt 0,2°, und 2 Bilder werden in
jedem Winkel abgebildet.

Nach dem Scannen der Probe erfolgt ein Rekonstruieren mit der NRecon-Software, um
ein Querschnittbild zu erhalten, wie in Fig. 7 gezeigt. Dabei sind von links nach rechts jeweils
Querschnitte der roten Reissamen, die mit FAA-Fixierungslosung und 10%
Phosphorwolframséurelosung behandelt wurden. Durch einen Vergleich ist ersichtlich, dass

der Mikro-CT-Kontrast der roten Reissamen nach der Behandlung mit Phosphorwolframséaure
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und der Trocknung beim kritischen Punkt von Kohlendioxid signifikant verbessert wird und
die Morphologie der Endospermzellen deutlich sichtbar ist.

Versuchsbeispiel 8: Behandlung zum Verbessern des Mikro-CT-Kontrasts fir
Mungobohnensamen

Die Mungobohnensamen werden in die FAA-Fixierungslosung und 10%
Phosphorwolframséurelosung gegeben, und die Blasen werden durch wiederholtes Umdrehen
der Behilter entfernt, bis die Proben in die Losung einsinken. Schiitteln fiir 8 Stunden lang bei
4°C auf einem Schiittler bei 60 U/min, und dann erfolgt ein Fixieren bei 4°C fiir 60 Tage; Die
Losung wird inzwischen alle zwei Wochen gewechselt. Nach jedem Wechsel muss die Losung
8 Stunden lang bei 4°C und 60 U/min auf dem Schiittler geschuttelt werden, dann bei 4°C
weiter fixiert; Dann wird die Gradientenethanoldehydratisierung mit 70%, 80%, 90% und
100% wassriger Ethanollosung durchgefiihrt, und bei jedem Gradient erfolgt jeweils eine
Behandlung fiir 20 Minuten. Die dehydratisierten Proben werden einer Trocknungsbehandlung
beim kritischen Punkt von Kohlendioxid unterzogen.

Die getrockneten Proben werden einem Mikro-CT-Scan unterzogen. Die Abtastspannung
der mit der FAA-Fixierungslosung behandelten Probe liegt bei 40 kV und die Abtastspannung
der mit der 10% Phosphorwolframsiurelosung behandelten Probe liegt bei 100 kV, die
Auflosung betragt 1,76 um und 0,5 mm Aluminiumplattchen werden hinzugefiigt. Die Scan-
Schrittgrofe betragt 0,2°, und 2 Bilder werden in jedem Winkel abgebildet.

Nach dem Scannen der Probe erfolgt ein Rekonstruieren mit der NRecon-Software, um
ein Querschnittbild zu erhalten, wie in Fig. 8 gezeigt. Dabei sind von links nach rechts jeweils
Querschnitte der Mungobohnensamen, die mit FAA-Fixierungslosung und 10%
Phosphorwolframséurelosung behandelt wurden. Durch einen Vergleich ist ersichtlich, dass
der Mikro-CT-Kontrast der Mungobohnensamen nach der Behandlung mit
Phosphorwolframséure und der Trocknung beim kritischen Punkt von Kohlendioxid
signifikant verbessert wird. Dabei sind mehr Details ersichtlich, aber der Verbesserungseffekt
ist schlechter als der bei Samen mit hohem Stédrkegehalt. Dies zeigt, dass das
Behandlungsverfahren der vorliegenden Erfindung den Mikro-CT-Kontrast von Samen mit
hohem Starkegehalt signifikant verbessern kann.

Die Erfindung untersuchte auch die Wirkung verschiedener Betriebsbedingungen auf den
Mikro-CT-Kontrastverstartkungseffekt von Samen mit hohem Stédrkegehalt wahrend des
Forschungsprozesses. Die Ergebnisse zeigen, dass ein hoherer Mikro-CT-Kontrast unter
Verwendung der Betriebsbedingungen der obigen Schritte erhalten werden kann.

Trotz der bisherigen ausfithrlichen Erlduterung der vorliegenden Erfindung anhand der
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allgemeinen Beschreibung und der konkreten Ausfiihrungsmoglichkeiten sind auf der

Grundlage der Erfindung Modifikationen oder Weiterbildungen moglich, die fir Fachleute auf
diesem Gebiet naheliegend sind. Daher gehoren solche Modifikationen oder Weiterbildungen,
die ohne Abweichung von dem Geist der Erfindung vorgenommen werden, zu dem

beanspruchten Schutzumfang der Erfindung.
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ANSPRUCHE

1. Verfahren zum Mikro-CT-Scan von Endospermzellen bei Gramineen-Samen mit
hohem Starkegehalt, umfassend die folgenden Schritte:

1) Losen von Phosphorwolframsdure in einer FAA-Fixierungslosung, um eine
Phosphorwolframséurelsung zu erhalten;

2) Einweichen der zu prifenden Samen mit hohem Stirkegehalt in die
Phosphorwolframsédurelosung, Durchfithren einer Schiittlerbehandlung und danach einer
Fixierungs- und Farbebehandlung;

3) Dehydratisieren und dann Trocknen der Samen mit hohem Stirkegehalt bei einem
kritischen Punkt von Kohlendioxid nach der Fixierungs- und Farbebehandlung in Schritt 2);

4) Mikro-CT-Scan der in Schritt 3) behandelten Samen mit hohem Starkegehalt;

wobei:

der Starkegehalt der Samen mit hohem Stédrkegehalt mehr als 60% betragt;

in Schritt 2) die Bedingungen fiir die Fixierungs- und Farbebehandlung wie folgt sind:

die Temperatur betrdgt 4°C; die Zeit betragt 30-60 Tage;

wihrend der Fixierungs- und Féarbebehandlung wird die Phosphorwolframsiureldsung
gewechselt und einer Schiuttlerbehandlung unterzogen, um dann die Fixierungs- und
Farbebehandlung fortzusetzen; wobei die Phosphorwolframsaurelosung alle zwei Wochen
ausgetauscht wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Samen mit hohem
Starkegehalt aus Reissamen, Lila-Reissamen, Hirsesamen, Hafersamen, Klebreissamen,
Sorghumsamen oder roten Reissamen ausgewahlt werden.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt 1) die
Massenkonzentration von Phosphorwolframséure in der Phosphorwolframsaurelosung 1-10%
betragt;

wobei die Zusammensetzung der FAA-Fixierlosung pro 100 ml wie folgt lautet:

50% wissrige Ethanollésung 90 mL;

Eisessigsdure 5 mL;

Formaldehyd 5 mL.

4. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-3, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt 2)
die Bedingungen fiir die Schiittlerbehandlung wie folgt sind:

die Temperatur betragt 4°C;

die Zeit betragt 7,5-8,5 h;
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die Drehzahl betrdgt 40-80 U/min.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-4, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt 2)
die Zeit der Fixierungs- und Farbebehandlung wie folgt lautet:

wenn die Samen mit hohem Stirkegehalt Reissamen, Lila-Reissamen, Hafersamen,
Klebreissamen oder rote Reissamen sind, betragt die Zeit der Fixierungs- und Farbebehandlung
39-41 Tage;

wenn die Samen mit hohem Starkegehalt Hirsesamen sind, betragt die Zeit der Fixierungs-
und Féarbebehandlung 30-32 Tage;

wenn die Samen mit hohem Stirkegehalt Sorghumsamen sind, betridgt die Zeit der
Fixierungs- und Féarbebehandlung 58-60 Tage.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-5, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt 3)
die Dehydratisierungsbehandlung unter Verwendung einer wassrigen Ethanolldsung
durchgefithrt wird,

wobei zur Dehydratisierungsbehandlung eine Gradientendehydratisierung der Reihe nach
unter Verwendung einer wassrigen Ethanollosung mit einem Volumenanteil von 70%, 80%,
90% und 100% fur jeweils 10-20 Minuten erfolgt.

7. Verfahren nach einem der Anspriiche 1-6, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt 4)
die Bedingungen fiir den Mikro-CT-Scan wie folgt sind:

die Auflosung betrdagt 0,56-1,15 pm;

die Abtastspannung betragt 40-100 kV;

die Scan-Schrittgrof3e betragt 0,2°;

2 Bilder werden in jedem Winkel abgebildet.

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass in Schritt 4) die Auflosung
und die Abtastspannung des Mikro-CT-Scans wie folgt lauten:

fur Reissamen betragt die Auflosung des Mikro-CT-Scans 0,88 pum und die
Abtastspannung betragt 100 kV;

fur Lila-Reissamen betragt die Auflosung des Mikro-CT-Scans 0,95 pm und die
Abtastspannung betragt 100 kV;

fur Hirsesamen betrdgt die Auflésung des Mikro-CT-Scans 0,68 pm und die
Abtastspannung betragt 41 kV;

fur Hafersamen betrigt die Auflésung des Mikro-CT-Scans 0,88 pum und die
Abtastspannung betragt 100 kV;

fur Klebreissamen betrdgt die Auflésung des Mikro-CT-Scans 0,88 um und die
Abtastspannung betragt 100 kV;
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fur Sorghumsamen betragt die Auflosung des Mikro-CT-Scans 1,15 pm und die

Abtastspannung betragt 100 kV;

fur rote Reissamen betragt die Auflosung des Mikro-CT-Scans 0,74 um und die
Abtastspannung betragt 100 kV.

9. Verfahren nach einem der Anspriche 1-8, dadurch gekennzeichnet, dass die
Samenschalen der Samen mit hohem Stirkegehalt vor der Durchfithrung des Schritts 1)

aufgeschnitten werden.
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Anmeldung Nr.

SCHRIFTLICHER BESCHEID BE202405009

Feld Nr.1 Grundlage des Bescheids

. Dieser Bescheid wurde auf der Grundlage des vor dem Beginn der Recherche eingereichten Satzes von
Ansprichen erstellt.

. Hinsichtlich der Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz, die in der Anmeldung offenbart wurde, ist dieser
Bescheid auf der Grundlage eines Sequenzprotokolls erstellt worden, das

a. O im Anmeldezeitpunkt Bestandteil der Anmeldung war.
b. L nach dem Anmeldedatum fir die Zwecke der Recherche eingereicht wurde
U begleitet von einer Erklarung, wonach das Sequenzprotokoll nicht Uber den Offenbarungsgehalt

der Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht.

. O Hinsichtlich der Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz, die in der Anmeldung offenbart wurde, ist dieser
Bescheid insoweit erstellt worden, dass ein sinnvolles Gutachten ohne ein dem WIPO-Standard ST.26
entsprechendes Sequenzprotokoll erstellt werden konnte.

. Zusatzliche Bemerkungen:

Feld Nr. V  Begriindete Feststellung hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Téatigkeit und der
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erkldrungen zur Stiitzung dieser Feststellung

. Feststellung

Neuheit Ja:  Anspriche 1-9
Nein: Ansprliche

Erfinderische Tétigkeit Ja:  Anspriche 1-9
Nein: Ansprliche

Gewerbliche Anwendbarkeit Ja:  Ansprlche: 1-9
Nein: Anspriche:

. Unterlagen und Erklarungen:

siehe Beiblatt
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Zu Punkt vV

D1

D2

D3

D4

D5

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen:

CN 111 397 999 A (INST BOTANY CAS) 10. Juli 2020 (2020-07-10)
CN 104 792 804 A (UNIV JIANGSU) 22. Juli 2015 (2015-07-22)

YANNICK M. STAEDLER ET AL: "Plant Tissues in 3D via X-Ray Tomography: Simple
Contrasting Methods Allow High Resolution Imaging",

PLOS ONE,

Bd. 8, Nr. 9, 27. September 2013 (2013-09-27), Seite 75295, XP055749297,

DOI: 10.1371/journal.pone.0075295

NOGUEIRA FERNANDA M ET AL: "Heat transfer in the tank-inflorescence of Nidularium
innocentii (Bromeliaceae): Experimental and finite element analysis based on X-ray
microtomography”,

MICRON, PERGAMON, OXFORD, GB,

Bd. 124, 10. Juli 2019 (2019-07-10), XP085749787,

ISSN: 0968-4328, DOI: 10.1016/J.MICRON.2019.102714

[gefunden am 2019-07-10]

CN 111 398 000 A (INST BOTANY CAS) 10. Juli 2020 (2020-07-10)in der Anmeldung
erwahnt

D5 wird als nachstliegender Stand der Technik gegentiber dem Gegenstand
des Anspruchs 1 angesehen. Es offenbart ein Verfahren zum Mikro-CT-Scan
von Mungbohnen-Samen, umfassend die folgenden Schritte:

1) Lésen von Phosphorwolframsaure in einer FAA-Fixierierungslésung, um eine
Phosphorwolframsaureldsung zu erhalten;

2) Einweichen der zu prufenden Samen in die Phosphoiwolframsaurelésung,
DurchfUhren einer Schittlerbehandlung

3) Dehydratisieren und dann Trocknen der Samen bei einem kritischen Punkt
von Kohlendioxid nach der Fixiemngs- und Farbebehandlung in Schritt 2);

4) Mikro-CT-Scan der in Schritt 3) behandelten Samen;

wobei in Schritt 2) die Bedingungen flr die Fixierungs- und Farbebehandlung
wie folgt sind: die Temperatur betragt 4°C, die Zeit betragt 8 Tage.
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Der Gegenstand des Anspruchs 1 unterscheidet sich somit von dem bekannten
Verfahren dadurch, dass es ein Verfahren zum Mikro-CT-Scan von
Endospermzellen bei Gramineen-Samen mit hohem Starkegehalt beinhaltet
wobei der Starkegehalt der Samen mit hohem Starkegehalt mehr als 60%
betragt; und

in Schritt 2) die Bedingungen fur die Fixierungs- und Farbebehandlung wie folgt
sind:

die Temperatur betragt 4°C; die Zeit betragt 30-60 Tage;

wahrend der Fixierungs- und Farbebehandlung wird die
Phosphorwolframsaureldsung gewechselt und einer Schattlerbehandlung
unterzogen, um dann die Fixierungs- und Farbebehandlung fortzusetzen; wobei
die Phosphoiwolframsaureldsung alle zwei Wochen ausgetauscht wird, und ist
daher neu.

Die mit der vorliegenden Erfindung zu lI6sende Aufgabe kann darin gesehen
werden, die Qualitat des Mikro-CT- Scans von Gramineen-Samen mit hohem
Starkegehalt zu verbessern

Keine Kombination von Dokumenten im Stand der Technik wirde die
Kombination der Merkmale im Anspruch 1 nahelegen.

Die in Anspruch 1 der vorliegenden Anmeldung flr diese Aufgabe
vorgeschlagene Lésung wird im Stand der Technik weder offenbart noch
vorgeschlagen beruht entsprechend auf einer erfinderischen Tatigkeit.

3 Die Anspriche 2- 9 sind vom Anspruch 1 abhangig und erflllen damit ebenfalls
die Erfordernisse in Bezug auf Neuheit und erfinderische Tatigkeit.
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