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Fig.1 De Technische en Fysische Dienst voor de Landbouw beschikt sedert kort over het
meest moderne elektronenmicroscoop, de Philips EM 300 met een gegarandeerd oplossend ver-
mogen van 5 De vergroting is instelbaar tussen 2800 x en 500.000 x, terwljl de hoog-
spanning is in te stellen op de waarden 20, 40, 60, 80 en 100 kV.



De samenstellers zijn bijzonder erkentelijk voor de medewerking van de
opdrachtgevers/onderzoekers bij het totstandkomen van deze uitgave door
het beschikbaar stellen van elektronenmicroscopische opnamen voor publika-

katie en door het mede opstellen van verschillende bijschriften.

Lay-out en druk: Pudoc, Wageningen
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De Afdeling elektronenmicroscopie TFDL heeft ondermeer tot taak:

- het maken van elektronenmicroscopische preparaten met behulp van de

bestaande technieken,

- het maken van elektronische preparaten met behulp van de bestaande

technieken,

- het ontwikkelen van nieuwe prepareertechnieken,

- het maken van opnamen met het elektronenmicroscoop EM 300,

- het toepassen van de noodzakelijke fotografische technieken bij het

ontwikkelen, afdrukken en vergroten, waaronder microfotografie,

- het geven van voorlichting en instructie in het vervaardigen van pre-

paraten in het bijzonder in de ultramicrotomie,

- het beschikbaar stellen van apparatuur ten behoeve van het onderzoek

van submicroscopische structuren,

- het verlenen van medewerking bij de opleiding van analisten voor het

bijvak elektronemmicroscopie voor de botanische richting.

Hoofd van de Afdeling: S.Henstra,
Dr. S.L.Mansholtlaan 12, Wageningen, telefoon 08370 - 4246
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Inleiding

Drs.A.M.K. van Beek - directeur

Op | januari 1957 begon de afdeling elektronenmicroscopie in Stichtingver-
band haar werkzaamheden ten behoeve van de Instellingen voor Landbouwkun-
dig Onderzoek.

Aangezien de elektronenmicroscopie vooral toegepast werd bij het virus-—
onderzoek, werd de afdeling in maart 1960 ondergebracht in een gedeelte
van de Afdeling Virologie van de Landbouwhogeschool.

Tot die datum had men de beschikking gehad over &&n microscoop, de Philips
EM 100 en enige hulpapparatuur die door de Landbouwhogeschool waren aange-
schaft en bij de oprichting van de Stichting in bruikleen werden overge-
dragen.De toenemende belangrijkheid van het zichtbaar maken van submicrosco-
pische structuren bij het wetenschappelijk onderzoek, hadden er inmiddels
toe geleid dat steeds betere elektronenmicroscopen door de industrie wer-
den ontwikkeld. Ook het landbouwkundig onderzoek diende de beschikking te
krijgen over een instrument met een hoog oplossend vermogen en het was dan
ook bijzonder verheugend dat in 1960 het Siemens elektronenmicroscoop
Elmiskop I kon worden geinstalleerd.

Verdere uitbreiding van de hulpapparatuur vond plaats, zoals een schaduw-
apparaat van Balzers, een ultramicrotoom volgens Porter en Blum en later
een LKB-ultramicrotoom. Nieuwe prepareertechnieken werden ontwikkeld en
toegepast, internationale contacten werden gelegd en uitwisseling van ge-—
gevens geschiedde op verschillende internationale en nationale congressen.
Ten behoeve van het onderzoek werden tienduizenden prepareten vervaardigd,
duizenden opnamen gemaakt en zeer veel foto's van submicroscopische struc-
turen aan de opdrachtgevers afgeleverd.

Aan het totstandkomen van verschillende proefschriften werd medewerking
verleend, terwijl in vele publikaties foto's, door de afdeling gemaakt,
werden opgenomen, zoals uit de 1lijst van publikaties moge blijken. Objec-
tief kan thans worden geconstateerd, dat de elektronenmicroscopische dienst-
verlening zich in deze jaren heeft ontwikkeld tot een niveau dat met vele
instellingen in binnen- en buitenland kan worden vergeleken en daardoor
een waardevolle bijdrage aan het onderzoek van de submicroscopische struc-—
turen kon leveren. De tien jaren dienstverlening op elektronenmicroscopisch
gebied vormen echter niet de enige aanleiding een publikatie hieraan te
wijden.

De snelle toename van de gebruiksmogelijkheden van het elektronemnmicros-—



coop hadden tot gevolg dat de afdeling langzamerhand geheel overbezet raak—
te met onderzoekprojecten, die vaak vele jaren duren.

Hierdoor dreigde de dienstverlening op dit gebied ernstig te worden ge-—
schaad, zodat plannen zijn ontwikkeld, die de volledige instemming verkre-
gen van het Ministerie van Landbouw en Visserij en van het Bestuur van de
Landbouwhogeschool, tot algehele reorganisatie van het elektronenmicrosco-
pisch onderzoek ten behoeve van de Instellingen in Wageningen. Dat de tot-
standkoming van de reorganisatie samenvalt met het tienjarig bestaan wan

de afdeling, is slechts een toevallige omstandigheid, maar biedt tevens

de gelegenheid, naast een beschrijving van de nieuwe organisatie, ook een
indruk te geven van de in de afgelopen jaren bereikte onderzoekresultaten.
Naast enkele historische gegevens die een indruk geven van de stormachtige
ontwikkeling op fysisch gebied, die leidde tot het eerste commerciéle elek-
tronenmicroscoop in 1939 en enige algemene opmerkingen over de toepassings-
mogelijkheden, worden in het tweede gedeelte van deze uitgave, samengesteld
door mejuffrouw Drs.C. van der Scheer en de heer S.Henstra, de werkzaam-

heden over de afgelopen jaren aan de hand van enkele opnamen besproken.

De nieuwe organisatie van de elekftronenmicroscopische dienstverlening

Zoals reeds boven werd opgemerkt, had de sterke toename van het viruson-
derzoek tot gevolg dat vele, meerdere jaren durende, onderzoekingen in sa-
menwerking met de afdeling werden opgezet. Vooral de lange duur van de
projecten was er echter de oorzaak van dat de afdeling reeds veel van de
beschikbare werktijd lange tijd van te voren had moeten reserveren, om de
continuiteit van het onderzoek te waarborgen. Op deze wijze voortgaande
zou het binnen enkele jaren vrijwel onmmogelijk zijn andere opdrachten,
vaak met een korte looptijd, snel uit te voeren.

Een oplossing voor dit probleem werd gevonden door een splitsing van de
elektronenmicroscopische werkzaamheden tot stand te brengen.

De afdeling Virologie van de Landbouwhogeschool zal bij deze opzet het
eigen onderzoek gaan uitvoeren met behulp van een eigen afdeling elektro-
nenmicroscopie.

Om de voortgang van het onderzoek niet door de reorganisatie te schaden,
zullen de beide microscopen van de Dienst overgedragen worden aan de
Afdeling Virologie, terwijl &&n van de ter zake deskundige onderzoekers
van onze Dienst, mejuffrouw Van der Scheer, overgaat naar deze Afdeling.
Op deze wijze zullen de elektronenmicroscopen volledig dienstbaar kunnen
worden gemaakt aan het fundamenteel onderzoek, terwijl bovendien de over-

dracht van een gedeelte van de in de -afgelopen jaren verworven kennis een
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garantie vormen voor een voortzetting van de elektronenmicroscopische werk-

zaamheden op het niveau dat door de afdeling werd bereikt.

De dienstverlening voor de andere Instellingen zal door de Dienst op een
meer effectieve wijze worden voortgezet in een nieuwe afdeling, die wordt
gehuisvest in het gebouw van de Dienst, Dr.S.L.Mansholtlaan 12.

Niet alleen zullen de werkzaamheden sneller kunnen worden uitgevoerd als
gevolg van een vermindering van het aantal meer-jarige onderzoekprojecten,
maar bovenal door de aanschaffing van het meest moderne elektronenmicros-
coop, de Philips EM 300, afgebeeld in figuur 1.

Dit nieuwe microscoop dat, door de hoge graad van perfectie waarmede het
is vervaardigd, door de getransistoriseerde uitvoering en door de vereen-
voudigde bediening hoge prestaties kan leveren, zal een grote verbetering
in de dienstverlening betekenen. Daarnaast wordt door de uitgebreide en
moderne hulpapparatuur waarover de afdeling beschikt, een grotere rationa-
lisatie in de werkzaamheden bereikt.

De leiding van de nieuwe afdeling zal berusten bij de heer S.Henstra, die
vanaf de oprichting van de Dienst werkzaam is geweest in de afdeling elek-
tronenmicroscopie. Dit betekent dat ook de kwaliteit van de dienstverle-
ning op hetzelfde hoge niveau zal worden gehandhaafd.

Met de reorganisatie wordt bovendien bereikt dat een nauwe samenwerking
tussen de beide afdelingen elektronenmicroscopie zal ontstaan, hetgeen ten

goede komt aan het onderzoek.

De nieuwe afdeling beschikt over een modern prepareerlaboratorium, over
geconditioneerde ruimten voor het vervaardigen van ultradunne coupes,
over zeer goed uitgeruste donkere kamers en over kamers voor opdrachtge-
vers/onderzoekers.

Vooral dit laatste is uitermate belangrijk, omdat bij sommige onderzoe-
kingen de afstand tot het eigen laboratorium bezwaarlijk kan zijn. Door
plaatsruimte te bieden aan gastonderzoekers, wordt nu ook de mogelijkheid
geschapen, dat de opdrachtgever het onderzoek geheel zelf mee kan uitvoe-
ren. Juist hier is de wisselwerking tussen onderzoeker en elektronenmicros—
copist vaak bepalend voor het resultaat.

De figuren 3 en 4 geven een indruk van de nieuwe afdeling.

Tenslotte nog een enkel woord over de toekomstige ontwikkelingen. Na ver-

Fig.2a en b Twee opeenvolgende opnamen uit een doorfocusreeks van opgedampt platina, ge-
maakt tijdens de oplevering van het nieuwe Philips microscoop EM 300, ter bepaling van
het oplossend vermogen.

Bi] deze testopname bedraagt dit 4 . Vergroting 1.500.000 x.
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loop van enige tijd mag worden verwacht, dat opnieuw vele langlopende pro-
jecten door de Dienst zullen worden behandeld. Dan dreigt opnieuw de si-
tuatie die thans tot de reorganisatie heeft geleid. Als oplossing zou dan

dezelfde weg bewandeld kunnen worden, dat wil zeggen: overdracht van een
gedeelte van de kennis terwijl de TFDL haar dienstverlening voortzet

voor de overblijvende Instellingen,

Cursussen

Een andere activiteit, die de nieuwe afdeling zich voorstelt te realiseren,
is het geven van cursussen in prepareertechnieken en in het bijzonder in de
ultramicrotomie. Steeds vaker blijkt dat de wijze waarop het te onderzoe-
ken object wordt geprepareerd bepalend is voor de mate waarin de te onder-
zoeken structuren zichtbaar gemaakt kunnen worden.

In het algemeen geschieden deze werkzaamheden door de analisten, zodat
vooral deze groep van medewerkers in aammerking komt voor deelname.

Maar ook de onderzoeker die zich wil oriénteren over de toepassingsmoge-
lijkheden, kan de cursussen bijwonen.

Voor het geven van de cursussen heeft de afdeling ondermeer de beschikking
over drie ultramicrotomen. De cursussen zullen worden gegeven door de

heer Henstra, die ondermeer een opleiding in de ultramicrotomie heeft ge-
volgd in Stockholm bij de LKB-fabrieken. Van de zijde van deze fabrieken

is alle medewerking toegezegd bij het totstandkomen en het geven van de
cursussen.

Tenslotte is het ook mogelijk dat analisten, die tijdens de analistenoplei-
ding het bijvak elektronenmicroscopie kiezen, in de afdeling van de Dienst
gedurende enige tijd aan de werkzaamheden deelnemen.

Met deze activiteiten zal een geheel nieuwe en, naar wordt verwacht, waar-

devolle, bijdrage tot het onderzoek worden geleverd
Doorberekening

Zoals bekend worden voor de dienstverlening kosten in rekening gebracht.

Fig.3 Voor het vervaardigen van ultradunne coupes beschikt de Dienst over drie ultramicro-
tomen, twee van het fabrikaat LKB, zie afbeelding, en één Porter-Blum, Hierdoor Is het mo-
gelijk dat naast de medewerkers van de TFDL, ook de opdrachtgevers zelf mede kunnen werken
aan het vervaardigen van de ultradunne coupes, terwijl het instrumentarium tevens gebruikt
wordt bij het geven van instructie.






De doorberekende kosten zijn echter veel lager dan de door de

Dienst werkelijk gemaakte kosten. Wanneer daarbij in aanmerking wordt ge-
nomen, dat de inrichting van deze afdeling zeer kostbaar is, dan is het
duidelijk dat slechts een klein gedeelte van de kosten met de huidige wij-
ze van doorberekening terugvloeien (alleen de directe uitvoerende werk-
zaamheden worden in rekening gebracht, de voorstudies en het onderzoek
niet). Hieruit volgt dat de kosten voor een onderzoek relatief laag zijn
en geen belemmering behoeven te vormen voor het verstrekken van opdrachten.
Voor deelname aan de cursus prepareermethoden en/of ultramicrotomie, zal
een geringe bijdrage van de desbetreffende Instelling worden gevraagd ter

bestrijding van de onkosten.
Conclusie

De boven beschreven reorganisatie heeft tot gevolg dat het elektronenmi-
croscopisch onderzoek sneller en doeltreffender kan worden uitgevoerd door
een aanzienlijke uitbreiding van de onderzoekcapaciteit. Door de aanschaf-
fing van het meest moderne elektronenmicroscoop met een zeer hoog oplos-—
send vermogen, zullen nog fijnere details van submicroscopische struc-
turen kunnen worden bestudeerd dan tot nu toe het geval was. De verwach-

ting 1ijkt gewettigd dat hiermede het onderzoek ten zeerste gebaat is.

Fig.4 Een gedeelte van het prepareerlaboratorium; op de foto zijn ondermeer het schaduwappa-
raat, fabrikaat Balzers en de zogenaamde 'knifemaker', een apparaat om glasmessen te vervaar-
digen, zichtbaar.



Elektronenmicroscopie
HISTORISCHE ONTWIKKELING
Drs.A.M.K.van Beek

In 1924 werd door Louis de Broglie de hypothese opgesteld dat met de bewe-
ging van elektronen en andere deeltjes een golfverschijnsel geassocieerd
zou zijn. Voor de golflengte van deze materiegolven gaf hij de formule:

h

mv
h = constante van Planck;

m en v zijn massa en snelheid van het beschouwde deeltje.

Voor een elektron dat bijvoorbeeld met een spanning van 60 KV wordt ver-
sneld, zou de golflengte 0,05 ? bedragen, dat wil zeggen 10—5 x de golf-
lengte van het zichtbare groene licht.

De hypothese van De Broglie werd in 1927 ondermeer bevestigd door de ex-
perimenten van C.J.Davisson en L.H.Germer over de diffractie van elektro-
nen. Theoretisch werden de problemen, die met het dualistisch karakter van
golven en materie samenhingen door de ontwikkeling van de quantum=- of
golfmechanica, waaraan ondermeer de naam van E.Schrddinger is verbonden,
tot oplossing gebracht.

Het was de grote verdienste van H.Busch om in 1926 de aandacht te vesti-
gen op zijn studies over de lenswerking van magnetische en elektrostatische
velden met axiale symmetrie op geladen deeltjes. Deze zeer belangrijke
praktische consequentie van de theorién van De Broglie en Schrddinger bleek
de basis te vormen voor een geheel nieuwe ontwikkeling van de instrumenta-
tie, namelijk die der elektronen optica. De studies door Busch verricht
werden door hemzelf experimenteel bevestigd in 1927. Dit geschiedde even-
eens door E.Ruska en M.Knoll in Duitsland in 1928 en 1931, die bovendien
een zeer belangrijke bijdrage leverden door een grote verbetering in de
magnetische lenswerking te realiseren. Deze twee onderzoekers ontwikkelden
tevens in 1931 een instrument dat het eerste elektronenmicroscoop genoemd
kan worden. Inmiddels werden in 1931 door C.J.Davisson en C.J.Calbick
soortgelijke resultaten gepubliceerd over de lenswerking van elektrostati-
sche velden met axiale symmetrie. Vanaf deze jaren ontwikkelde de theorie
van de elektronenoptica zich in zeer snel tempo en werden vele praktische
resultaten gepubliceerd.

In 1934 toonden Ruska en Knoll aan, dat met een microscoop, uitgerust met

magnetische lenzen, een vele malen groter oplossend vermogen zou kunnen
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worden bereikt, dan met het lichtmicroscoop mogelijk is. In hetzelfde jaar
gelukte het E.Driest en H.O.Miiller dit met het verbeterde prototype aan te
tonen.

In de laboratoria van Siemens en Halske werkten E.Ruska en B.von Borries
verder aan de verbetering van het elektronenmicroscoop, hetgeen tot ge-
volg had dat in 1939 door deze firma het eerste commerciéle elektronenmi-
croscoop met een oplossend vermogen van 100 R werd uitgebracht.

In Amerika werd in 1940 eenzelfde resultaat bereikt door de Radio Corporation
of America (RCA), waar door J.Hillier, A.W.Vance en V.K.Zworykin een instru-
ment met een oplossend vermogen van 24 R ontwikkeld werd.

Waren de besproken elektronenmicroscopen allen uitgerust met magnetische
lenzen, in 1939 werd door de Allgemeine Elektrizitidts Gesellschaft (AEG)
het eerste elektronenmicroscoop met elektrostatische lenzen, ontwikkeld
door H.Mahl, uitgebracht.

In Nederland werd veel onderzoek verricht aan de ontwikkeling van het
elektronenmicroscoop door J.B. Le Poole aan de Technische Hogeschool te
Delft en door A.C.van Dorsten bij Philips N.V.

Sedertdien zijn de verschillende typen en fabrikaten elkaar in snel tempo
opgevolgd en thans kunnen er van een tiental fabrikaten een dertigtal typen
commercieel worden verkregen.

Het meest worden de instrumenten met magnetische lenzen toegepast, aange-
zien de constructie en het storingvrij bedrijven van een instrument met
elektrostatische lenzen, het oplossend vermogen beperkende, moeilijkheden
blijkt op te leveren.

Hoewel de hiervoor beschreven theori&n geheel los van elkaar zijn opgesteld,
vormen zij tezamen de basis voor de ontwikkeling van het elektronenmicros-—
coop, een ontwikkeling die zich in ongeveer 15 jaar heeft voltrokken.
Nadien zijn vooral de bedrijfszekerheid en het oplossend vermogen verder
verbeterd, terwijl men een veelheid van nieuwe technische ontwikkelingen
bij de constructie heeft toegepast.

Tenslotte nog een enkel woord over het oplossend vermogen, waaronder wordt
verstaan de kleinste afstand waaronder twee punten nog gescheiden kunnen
worden waargenomen.

Volgens de theorie, ontwikkeld ondermeer door E.Abbe en Lord Rayleigh,
kunnen twee punten (die altijd als vlekken worden afgebeeld) nog juist ge-
scheiden worden waargenomen, indien de afstand tussen de punten met de
maximale intensiteit, d, gelijk is aan:

_ 0,612 A = golflengte van het gebruikte licht;

- n sin ;0¢

n = brekingsindex van de ruimte waarin het voorwerp is
geplaatst als het beeld in lucht wordt gevormd;

&= gpertuur aan de voorwerpszijde.
17



Met behulp van deze formule is te berekenen dat het theoretisch oplossend
vermogen van het lichtmicroscoop 1725 R of 0.175 ,(n = 1,5,k = 90°,k== 4000
bedraagt.

Op soortgelijke wijze kan worden berekend, dat het theoretisch oplossend
vermogen van het elektronenmicroscoop ongeveer een factor 1000 x beter is

en ongeveer 2 R bedraagt.

Dat men met de constructie van de elektronemmicroscopen heel dicht tot de-
ze limiet is genaderd, moge blijken uit het feit dat thans enkele micros-

copen te verkrijgen zijn met een gegarandeerd oplossend vermogen van 5 i
Toepassingen

Met het beschikbaar komen van elektronenmicroscopen met een oplossend ver-
mogen tot ongeveer 25 X in het begin van de veertiger jarem, was het nog
geenszins duidelijk welke toepassingen het gevolg van de ontdekking van
deze nieuwe instrumenten zouden zijn.

Wel echter stond vast, dat de tot nu gevolgde methoden bij de toepassing
van het lichtmicroscoop, bezwaarlijk bij het elektronenmicroscoop konden
worden gebruikt. Immers, aangezien elektronen in lucht bij versnellings-
spanningen van ongeveer 50 KV een dracht hebben van ongeveer 0,2 mm, was
het noodzakelijk de gehele opstelling onder vacuiim te brengen met een druk
van ongeveer IO_Qmm Hg of lager. Dit betekende, dat ook het te bestuderen
object in het vacuilim moest worden gebracht, met het gevaar van uitdrogen,
ontleden, e.d. Andere moeilijkheden waren ondermeer de sterke warmteont-
wikkeling in de preparaten bij het bombardement door elektronen en de
technische problemen, verbonden aan het vervaardigen van coupes dunner dan
0,1 p, vooral noodzakelijk voor de bestudering van biologische objecten.
Boven geschetste problemen vormden, na het gereedkomen van het elektronen-
microscoop, een geheel nieuw terrein van onderzoek, waarover in de laatste
twintig jaren zeer vele publikaties zijn verschenen. Hoewel nog steeds
nieuwe technieken worden gepubliceerd en nog niet alle problemen zijn op-
gelost, is het meest baanbrekende werk thans verricht en zal het zwaarte-
punt van het onderzoek zich in de toekomst vooral verschuiven naar de
interpretatie van de zichtbaar gemaakte structuren. Toch zal men altijd

de wijze van prepareren aan moeten passen aan het object, kleine verande-
ringen dienen aan te brengen in ontwikkelde methoden en veelvuldig moeten
experimenteren om de gewenste resultaten te bereiken. Dit betekent, dat

de prepareertechnieken nimmer volledige routinehandelingen kunnen zijn,
doch veel meer door inventieve medewerkers, die inzicht hebben in de mo-

gelijkheden van het elektronenmicroscoop, experimenteel moet worden bepaald.

18
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In deze korte beschouwing over de toepassingen, zullen slechts enkele
prepareertechnieken kunnen worden genoemd. Voor meer uitgebreide informatie

zij verwezen naar de opgegeven literatuur.

Het te onderzoeken preparaat wordt op een preparaatdrager, in een speciaal
geconstrueerde houder in het microscoop gebracht. De preparaatdrager be-
staat uit een dun koperen (of nikkelen) roostertje met een diameter van
bijvoorbeeld 3 mm. Het aantal gaten in het rooster varieert van 4 tot

20 stuks per strekkende millimeter. Over het rooster wordt een vlies aan-
gebracht van formvar of collodion, waarop het preparaat komt te liggen.
Sterkere vliezen die veel worden toegepast, zijn ondermeer vervaardigd

van koolstof of siliciummonoxyde, die onder vacuiim worden opgedampt.

De voorbehandeling van het preparaat is zeer verschillend en onafhankelijk
van het te onderzoeken materiaal en van het desbetreffende onderzoek.

Een eenvoudige methode is de indoopmethode. Hierbij wordt een stukje aan-
gesneden weefsel in een op de preparaatdrager aangebrachte druppel ge-—
destilleerd water gedoopt. De lichtste deeltjes, bijvoorbeeld virussen,
diffunderen nu in het water. Na indoping blijven deze deeltjes op de dra-
ger achter en kunnen na schaduwen of kleuren in het elektronenmicroscoop
worden bestudeerd.

Het zichtbaar worden van de structuur van een preparaat wordt veroor-—
zaakt door selectieve verstrooiing van de elektronen in het preparaat. Ver-—
schillen in dichtheid worden derhalve waargenomen als verschillen in inten-
siteit, dat wil zeggen op de fotografische plaat als donkere en lichtere
gedeelten, Vooral bij organische stoffen, zoals biologische preparaten,
zijn de verschillen in dichtheid vaak zeer gering, waardoor ook het con-—
trast klein is. Verschillende technieken werden daarom gedurende de laatste
jaren ontwikkeld om de structuren duidelijker zichtbaar te maken. Een van
de bekendste methoden daartoe is het 'schaduwen' van het preparaat. Hier-
onder verstaat men het opdampen van materiaal, bijvoorbeeld een metaal,
onder een bepaalde hoek op het preparaat in vacuiim. De oneffenheden op het
oppervlak van het preparaat ontvangen aan de ene zijde een metaallaagje,
aan de andere zijde niet. Omdat de elektronen, die door het preparaat wor-
den geschoten, in de met metaal bedekte gedeelten sterker verstrooid wor-
den dan in de niet bedekte gedeelten, zal de zwarting op de fotografische
plaat verschillend zijn. Wanneer de hoek, waaronder wordt geschaduwd, be-
kend is kan men hieruit bovendien de hoogte van de oneffenheden berekenen.
Materialen die voor het schaduwen worden gebruikt zijn ondermeer: platina,
palladium, chroom, wolfraam en een combinatie van platina en koolstof. Van

de te onderzoeken structuren hangt het af welk materiaal wordt gekozen.
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Een andere veel toegepaste prepareermethode is de replica-methode, speciaal
voor het bestuderen van oppervlakte-structuren van bijvoorbeeld metalen,
dus van prepareten die ondoorzichtig zijn voor elektronen. Hierbij wordt
een afdruk van het oppervlak gemaakt door er een druppel formvar- of
collodionoplossing op te brengen en na droging het oorspronkelijke materi-
aal weg te etsen of op te lossen. Men krijgt op deze wijze dus een nega-
tief van het oppervlak. Door middel van schaduwen kan men nu de oppervlak-
te-structuur zichtbaar maken. Bij de positieve replica-methode wordt van
het,zoals boven beschreven gemaakte  negatief, weer een positief gemaakt
door nogmaals een afdruk van de replica te maken. Het voordeel van deze
laatste methode is, dat het oppervlak van de replica hetzelfde is als het
oorspronkelijk oppervlak, terwijl de negatieve replica veel dikker, dus
minder kwetsbaar behoeft te zijn.

Bij het bestuderen van biologische weefsels wordt tegenwoordig zeer veel
gebruik gemaakt van het snijden van ultradunne coupes. Het is hierbij
noodzakelijk schijfjes materiaal te snijden met een dikte van 100 R tot
500 &. De technische problemen, die aan deze methode zijn verbonden, waren
zo groot, dat pas in 1948 experimentele, reproduceerbare methoden in de
literatuur werden gepubliceerd. Het duurde daarna nog ongeveer tien jaren,
alvorens het eerste commercigel vervaardigde ultramicrotoom verkrijgbaar
werd, De thans meest bekende instrumenten zijn het LKB-ultramicrotoom en
het Porter-Blum—ultramicrotoom. Met deze techniek werd een veel groter
gebied van onderzoek op biologisch gebied mogelijk.

De bij deze methode toegepaste werkwijze kan als volgt kort worden aange-
geven.

3 wordt gefixeerd met be-

Een stukje weefsel ter grootte van ongeveer | mm
hulp van bijvoorbeeld osmiumtetroxyde, kaliumpermanganaat e.d. waarna,

na wassen en ontwateren, het weefsel in plastic wordt ingebed. Veel toe-
gepaste inbedmaterialen zijn ondermeer : methacrylaat, vestopal, araldit,
epon en maraglas. De toepassing is echter sterk afhankelijk van het te be-
studeren weefsel, terwijl het succes sterk persoonlijk blijkt te zijn. Ook
op dit gebied is de ontwikkeling nog in volle gang en jaarlijks worden
nieuwe methoden gepubliceerd.

Na polvmerisatie van het inbedmateriaal, wordt het zo verkregen staafje

in het ultramicrotoom gebracht en gesneden. Voor het snijden worden meestal
glasmessen gebruikt, die op een speciale manier worden gebroken, waarbij

de snijkant wordt gevormd door twee breekvlakken.

In de laatste jaren zijn echter ook diamantmessen beschikbaar gekomen, die
bij toepassing van bepaalde inbedmaterialen aanzienlijk betere resultaten

geven. De verkregen coupes worden daarna op de objectdrager gebracht en in
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het elektronemmicroscoop bestudeerd. Opgemerkt zij dat vaak honderden
coupes voor &én enkele succesvolle opname nodig zijn.

Om het contrast te vergroten, wat nu niet via de schaduwtechniek mogelijk
is, immers het oppervlak is geheel glad, zijn zogenaamde kleuringstech-
nieken ontwikkeld. Hierbij worden stoffen met een grote dichtheid, dus met
een groot elektronen verstrooiend vermogen ten opzichte van het te onder-
zoeken materiaal, in het preparaat gebracht. Voorbeelden van dergelijke
kleuringsmiddelen zijn ondermeer: uranylacetaat, loodcitraat, kaliumper-
manganaat e.d. De toepassing van deze methoden is nogal gecompliceerd en
vereist zeer veel ervaring. Bovendien is ook hier vaak lang experimenteren

noodzakelijk, alvorens het beoogde resultaat wordt bereikt.

Het bovenstaande kan slechts een indruk geven van de mogelijkheden en van
de moeilijkheden bij het bestuderen van de preparaten met elektronenmicros-—
coop. Vele, van het ontelbaar aantal in de literatuur beschreven prepareer-
methoden, zijn in de afdeling elektronenmicroscopie van de Dienst beproefd
en toegepast. Juist op dit terrein hopen wij in de komende jaren verdere

voortgang te bereiken.
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OPNAME VAN WITTE-KLAVERMOZAIEKVIRUS UIT ERWTEN! (1957)

Philips Elektronenmicroscoop EM 100
Figuur 5, vergroting 32.000 x

Het witte-klavermozaiekvirus is een virus, waar behalve verschillende
klaversoorten ook verschillende erwte- en bonerassen vatbaar voor =zijn.
Het materiaal dat gebruikt is voor deze foto, is afkomstig van erwten die
met dit virus geinfecteerd waren. Daartoe werd 50 mg plantemateriaal fijn
gewreven in een mortier met 2,5 ml gedestilleerd water. Dit sap werd

1 : 100 verdund en met een pyrex verstuiver verneveld op de preparaatdra-
gers. Vervolgens werden de prepareten geschaduwd met palladium. De deel-

tjes op de foto hebben een lengte van ca. 475 myu.

6)

! onderzoek van Dr.Ir. L.Bos van het Instituut voor Plantenziekten-

kundig Onderzoek te Wageningen.
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OPNAME VAN ZOOSPORE VAN PHYTOPHTHORA INFESTANS ! (1958)

Philips elektronenmicroscoop EM 100

Figuur 6, vergroting 30.000 x

De schimmel Phytophthora infestans is de verwekker van de aardappelziek-
te. Het doel van dit onderzoek was na te gaan hoe de zweepharen (flagellen)
van de zodsporen van deze schimmel zich ontwikkelen en wat de uiteindelijke
structuur hiervan is. Hierbij werd de volgende methode toegepast:

De zodsporen werden verkregen door de vruchtlichaampjes (sporangién) gedu-
rende 3 uur bij 10 °C te plaatsen in een petrischaal gevuld met gedestil-
leerd water. De zodsporen zullen nu het vruchtlichaam verlaten en er ont-—
staat een suspensie van zodsporen. Om een bepaald ontwikkelingsstadium
vast te leggen, worden de zodsporen na een bepaalde tijd gefixeerd met
osmiumtetroxide. Voor het preparaat wordt nu een druppel van deze suspen-
sie op een preparaatdrager gebracht en na indroging geschaduwd met palla-
dium. Op de foto zien we de korte zweepdraad van een zodspore die reeds

in een gedesintegreerd stadium verkeert. De afzonderlijke draden, waaruit
deze zweepdraad is opgebouwd zijn duidelijk te onderscheiden. Dwars hier-

op geplaatst bevinden zich weer fijne haren met een dun uiteinde.

)

! Onderzoek van Dr.Ir. A.P.Kole 8/ van de Afdeling Fytopathologie van de

Landbouwhogeschool.
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OPNAME VAN VANADIUM PENTOXYDE ! (1959)

Philips elektronenmicroscoop EM 100

Figuur 7, vergroting 25.000 x

Op de foto zien we deeltjes van een kolliidale dispersie in water
('hydrosol') van Vanadium pentoxyde, v, 05. De naaldvormige deeltjes
hebben een diameter < 0,01 u en een lengte > 10 u.

! Onderzoek van de Afdeling Fysische- en Kolloidchemie van de Landbouw-

hogeschool.
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OPNAME VAN TABAKSMOZAIEKVIRUS ! (1960)

Siemens elektronenmicroscoop Elmiskop I

Figuur 8, vergroting 130.000 x

Het in 1960 nieuw aangeschafte Siemens elektronemmicroscoop Elmiskop I met
een oplossend vermogen van 10 R gaf nieuwe mogelijkheden voor het onder-
zoek. Zo kon o.a. de negatieve kleuringsmethode met kaliumfosforwolframaat
(PTA) toegepast worden. Deze methode welke de mogelijkheid geeft om bij
virussen iets van de inwendige structuur zichtbaar te maken, vereist een
hoog oplossend vermogen hetgeen met de Philips EM 100 (oplossend vermogen
25 ) niet bereikt kon worden.

Nevenstaande foto is het resultaat van de eerste pogingen welke in deze
richting ondernomen werden. Op een preparaatdrager voorzien van een kool-
stofvlies werd een suspensie verstoven van tabaksmozaiekvirus, die ver-
mengd was met 257 PTA, pH 7.0.

Hoewel deze eerste foto nog niet aan hoge eisen voldoet, zijn er toch
enkele staafvormige deeltjes waarin een donkere kern zichtbaar is.

Deze kern is een holte welke door PTA opgevuld is.

In de schijfjes welke rechtop staan en als rondjes zichtbaar zijn, is dit

beter te zien,

1 Onderzoek van Dr.A.van Kammen van de Afdeling Virologie van de landbouw-

hogeschool.
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OPNAME VAN KNOLVOETSCHIMMEL IN CHINESE K0OL ! (1961)

Siemens elektronenmicroscoop Elmiskop I

Figuur 9, vergroting 28,000 x

De knolvoetschimmel is een schimmelziekte, waardoor veel koolgewassen aan-
getast kunnen worden. Deze ziekte openbaart zich door het optreden van on-
regelmatige opzwellingen aan de wortels, overgaande in rotting.

Op de foto zien we een gedeelte van een wortelcel van Chinese kool welke
door knolvoet is aangetast. Het lichte celgedeelte is de waardcel, het
donkere gedeelte het plasmodium., In de waardcel kunnen we een gedeelte van
de kern (K) onderscheiden, de celwand (CW) en enkele mitochondri&n (M). In
het plasmodium, dat vele kernmen bevat, kunnen we 2 kernen (K) onderschei-
den met daarin een kernlichaampje (KL), lipiden (L), mitochondri&n (M) en
een gedeelte van het endoplasmatisch reticulum (ER).

Het weefsel werd gefixeerd in 17 osmiumtetroxyde en ontwaterd in een alco-
holreeks., Daarna werd ingebed in methacrylaat. De coupes werden met een
glasmes gesneden op het Porter—Blum ultramicrotoom en nagekleurd met ka-

liumpermanganaat.

1 Onderzoek van Dr.A.P.Kole en Ir.T.S.Ie voor de Afdeling Fytopathologie

van de Landbouwhogeschool.

33






OPNAME VAN 'COWPEA MOSAIC VIRUS' 1 (1962)

Siemens elektronenmicroscoop Elmiskop I

Figuur 10, vergroting 400.000 x

Het 'Cowpea mosaic virus' 1is een virus, waardoor vele vlinderbloemige ge-
wassen aangetast kunnen worden. Cowpea, de plant waarbij dit virus voor
het eerst ontdekt werd, is een erwtesoort, die in de tropen en de subtro-
pen veel verbouwd wordt en beschouwd wordt als een van de oudste plantaar-
dige voedingsbronnen voor de mens. De foto toont een opname van dit virus,
waarbij uitgegaan is van een gezuiverde suspensie.

Het preparaat is negatief gekleurd met fosforwolfraamzuur (PTA) met een
pH 7,0.

Op de foto zijn twee soorten deeltjes te onderscheiden, de zogenaamde
'lege' en 'volle' deeltjes. Bovendien blijkt dat niet alle deeltjes de-
zelfde vorm hebben. Sommige deeltjes worden waargenomen als een zeshoek,
terwijl andere deeltjes er uitzien als een twaalfhoek, Deze verschillen
berusten op verschillende orientaties van de deeltjes in het preparaat.

In werkelijkheid hebben deze deeltjes een polyedervorm. Met welk type
polyeder we te maken hebben en uit hoeveel 'subunits' dit bestaat, vormde

het doel van dit onderzoek.

1 Onderzoek van Dr.H.0.Agrawal 19) gastmedeverker van de Afdeling Virologie

van de Landbouwhogeschool.
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OPNAME VAN DE VERANKERING VAN DE VEZELS VAN HET BUITENSTE SCHAALVLIES IN
DE SCHAAL VAN EENKIPPEEI 1 (1962)

Siemens elektronenmicroscoop Elmiskop I

Figuur 11, vergroting 40.000 x

De schaalvliezen, die om het eiwit aan de binnenkant van de schaal zijn
gevormd, bestaan uit vezels. Deze vezels, de donkere partijen, zijn in de
verkalkte schaal verankerd. In nevenstaande opname, die de ankerplaats in
een radicale doorsnede van de ontkalkte schaal weergeeft, zijn de grenzen
van de verdwenen calcietkristallen nog duidelijk zichtbaar.

De ontkalking van het object geschiedde in een oplossing met 5% ethyleen-
diaminetetraicetaat (EDTA), voor de ontkalking en 57 formaline voor de
fixatie. Daarna werd nagefixeerd met osmiumtetroxyde. Na ontwatering werd
ingebed in Epon 812,

De coupes zijn gesneden met een glasmes op het Porter-Blum ultramicrotoom

en nagekleurd met loodcitraat en uranylacetaat.

14) van het Instituut voor Pluimveeteelt

! onderzoek van Dr.P.C.M.Simons
'"Het Spelderholt' en Dr.G.Wiertz van de Afdeling Fysiologie der Dieren van

de Landbouwhogeschool.
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OPNAME VAN KERNPOLYEDERVIRUS AFKOMSTIG VAN MALACOSOMA NEUSTRIA ! (1963-1964)

Siemens elektronenmicroscoop Elmiskop I
Figuur 12, vergroting 44.000 x
Figuur 13, vergroting 40.000 x
Figuur 14, vergroting 400.000 x

Het kernpolyedervirus van Malacosoma neustria (ringelrups) kan bij deze
rupsen een ziekte teweegbrengen, waardoor zij sterven. Voordien heeft

zich in het lichaam van de rups echter reeds een zeer grote hoeveelheid
van dit virus gevormd. Om bovengenoemde redenen is dit virus van groot
belang voor de harmonische bestrijding van rupsenplagen.

De virusstaafjes komen voor in bundels die omgeven zijn door een lipide
membraan. Deze bundels van virusstaafjes liggen ingebed in een matrix,
bestaande uit eiwit, dat weer door een membraan wordt omsloten. Het geheel
heeft de vorm van een polyeder, vandaar de naam polyedervirus. Het voor-
voegsel 'kern' is afkomstig van het feit, dat dit virus zich vermeerdert
in de kernen van vetcellen, bloedcellen, epidermis en tracheale matrix
cellen. Door behandeling met 0,1 N natriumcarbonaat wordt het polyeder-
eiwit opgelost. In figuur 12 is dit zeer fraai waar te nemen. We zien

hier een polyeder, waarvan de polyedermembraan is opengebarsten en een ge-
deelte van de inhoud er uitvloeit., De wvirushundels zijn echter nog geheel
intact.

Het preparaat is geschaduwd met palladium.

20 25 26)

1 Onderzoek van Ir.M.B.Ponsen van de Afdeling Virologie van

de Landbouwhogeschool.
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Opname van kernpolyedervirus afkomstig van Malacosoma neustria

Figuur 13, vergroting 40.000 x

Uit figuur 13 blijkt dat de virusbundels van het kernpolyedervirus nog
allen intact zijn. De membranen, welke de bundels omgeven, zijn echter zo
transparant, dat de orientatie van de virusstaafjes in deze bundels meestal
goed zichtbaar is.

Uit dit feit en uit de afmetingen van de bundels kan worden geconcludeerd,

dat niet iedere bundel een gelijk aantal staafjes bevat.
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Opname van kernpolyedervirus afkomstig van Malacosoma neustria

Figuur 14, vergroting 400.000 x

Wanneer kernpolyeders langdurig behandeld worden met 0,1 natriumcarbonaat

zullen ook de membranen, welke de virusbundels omgeven, aangetast worden
en de afzonderlijke virusstaafjes vrij komen.

Figuur 14 toont een opname van het zo behandelde kernpolyedervirus.

Het preparaat is daarna gewassen met gedestilleerd water waaraan fosfor-
wolfraamzuur met een pH 5,5 is toegevoegd.

Aangenomen wordt, dat deze virusbundel oorspronkelijk drie virusstaafjes
bevatte. Bij E&&n van de staafjes is het membraan, dat elk staafje afzon-

derlijk omgeeft, aangetast.
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OPNAME VAN PHOMA EXIGUA 1 (1964)

Philips elektronenmicroscoop EM 100

Figuur' 15, vergroting 12.000 x

Het doel van dit onderzoek was betere criteria te vinden voor het onder-—
scheid tussen twee geslachten uit het schimmelrijk, daar de tot nog toe
gebruikte kenmerken niet bleken te voldoen. Hiervoor werden de sporen van
verschillende schimmels elektronemmicroscopisch onderzocht. Deze sporen
bevinden zich in de vruchtlichaampjes de zogenaamde pycniden. Het materi-
aal voor dit onderzoek werd ontleend aan gedroogde bladeren van Campanula
glomerata of een isolatie die gekweekt is op lupinewortels. De pycniden
werden daartoe voorgefixeerd gedurende 3 tot 5 minuten in een ongebufferde
waterige oplossing van 27 kaliumpermanganaat, vervolgens 4 uur nagefixeerd
in 17 osmiumtetroxyde in veronal acetaatbuffer. Na gewassen te zijn in
buffer-oplossing werd ontwaterd in alcohol en ingebed in methacrylaat. De

coupes werden gesneden met een diamantmes op een LKB ultramicrotoom.

! Onderzoek verricht in samenwerking met Ir.J.G.Brewer 27) van de Afdeling

Fytopathologie van de Landbouwhogeschool.
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OPNAMEN VAN DWARSDOORSNEDEN VAN EISCHALEN VAN WANTSEN ! (1964-1965)

Siemens elektronenmicroscoop Elmiskop I
Figuur 16, vergroting 36.000 x
Figuur 17, vergroting 45.000 x
Figuur 18, vergroting 22.000 x

Van drie verschillende soorten wantsen, elk behorend tot een andere familie,
zijn van de eischalen coupes gemaakt en met het elektronenmicroscoop be-
studeerd. De coupes zijn afkomstig van het niet gespecialiseerde midden-
deel van het ei, waarin bijzondere structuren voor het doorlaten van

sperma, atmosferische lucht, water en de gepreformeerde ontsluitingsnaden
niet zichtbaar zijn. Desondanks vertonen de figuren markante verschillen

in de opbouw van de eischaal (chorion).

In nevenstaande figuur is de dwarsdoorsnede afgebeeld van de eischaal van
Hebrus elimatus , (familie Hebridae). De eieren worden afgezet in een
vochtige omgeving, bijvoorbeeld een oever; het embryo kan zich normaal
ontwikkelen wanneer de eieren voortdurend onder water worden gehouden. De
eischaal van deze soort is geheel massief, terwijl het chorion aan de
buitenkant uitsteeksels vertoont, waarover een laag van een gelei-achtige
substantie is gespannen. Deze laatste wordt evenals het chorion afgeschei-
den in de ovariolen. De coupe is gemaakt van een ovarium-ei. Het preparaat

is gekleurd met kaliumpermanganaat.

)

! Onderzoek van Ir.R.H.Cobben 36’ van de Afdeling Entomologie van de Land-

bouwhogeschool.
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Opnamen van dwarsdoorsneden van eischalen van wantsen

Figuur 17, vergroting 45.000 x

Een radiale coupe van de eischaal van Miecrovelia reticulata (familie
Veliidae), is afgebeeld in figuur 17. Evenals bij de Hebrus het geval

was, worden ook hier de eieren afgezet in een vochtig milieu. De eischaal
is bij deze soort echter sterk geperforeerd. De gelei-achtige substantie
die om de uitsteeksels is gespannen, zwelt op in water en heeft tot functie
al te grote vochtigheidsschommelingen van de omgeving te nivelleren. In
tegenstelling tot de afbeelding op de vorige pagina, waarbij de geleilaag
niet is gezwollen, is dit wel het geval bij de afbeelding in figuur 17: de
schaal van een afgezet ei van Microvelid.

Het preparaat werd niet gekleurd.
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Opnamen van dwarsdoorsneden van eischalen van wantsen

Figuur 18, vergroting 22.000 x

Een dwarsdoorsnede van een ei van Reduvius personatus (familie Reduviidae),
dat in een droog milieu wordt afgezet is weergegeven in figuur 18.

Dit is een typisch land-ei waarvan het embryo te gronde gaat wanneer het

ei langdurig onder water ligt. De binnenste zone van de schaal vormt een
open netwerk, dat door middel van luchtkanalen aan de voorpool van het

ei in verbinding staat met de atmosferische lucht.
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OPNAME VAN TOMATO SPOTTED WILT VIRUS ! (1965)

Siemens elektronenmicroscoop Elmiskop I

Figuur 19, vergroting 28.000 x

Het Tomato spotted wilt virus (TSWV) is de verwekker van de bronsvlekken-
ziekte bij de tomaat. Ook een groot aantal andere sier- en voedingsgewas-—
sen kunnen door dit virus geInfecteerd worden. Dit virus kan uit de plant
gelsoleerd worden door fractioneren van een bladhomogenaat gevolgd door
centrifugeren in een dichtheidsgradient.

Op de foto zien we een opname van dit virus, waarbij uitgegaan is van een
gezuiverde suspensie waaraan fosforwolfraamzuur (PTA) toegevoegd is om een
negatief contrast te verkrijgen. De afmetingen van de deeltjes op deze
foto zijn ca. 100 mp. In situ zullen de deeltjes meestal kleiner zijn,
maar in het preparaat worden de deeltjes als gevolg van de oppervlakte-
spanning van de PTA-oplossing enigszins afgeplat. Het doel van dit onder-
zoek was, de structuur van het virus na te gaan, Daarbij is gebleken dat
dit virus een aparte plaats inneemt onder de bolvormige virussen, door-

dat het een membraan bezit, dat het virusdeeltje omhult.

1 Onderzoek verricht in samenwerking met Dr.A.van Kammen en Ir.T.S.Ie 32)

van de Afdeling Virologie van de Landbouwhogeschool.
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OPNAME VAN LUZERNEMOZAIEKVIRUS 1 (1965)

Siemens elektronenmicroscoop Elmiskop I

Figuur 20, vergroting 320,000 x

Het luzernemozaiekvirus is een polymorf virus, Er zijn temminste vijf com-
ponenten bekend, die door ultracentrifugeren gescheiden kunnen worden, na-
melijk de bodemcomponent (56 x 18 mp), de middencomponent (46 x 18 myu),
top b-(36 x 18 mu), top a-(25 mu @) en top 0 component (20 my @).

Deze vijf componenten komen allen op nevenstaande foto voor.

Door de eigenaardige structuur van het virus behoort het tot de groep van
de bolvormige virussen. De subeenheden vormen ringen, welke op elkaar ge-
stapeld zijn in tegenstelling tot de staafvormige virussen, waarbij we
altijd met een spiraal te maken hebben.

Het virus kan op een grote hoeveelheid waardplanten voorkomen en kan op
vele manieren overgebracht worden. Het heeft tot nog toe geen grote plagen
veroorzaakt en men treft het vooral aan op luzerne en op sommige gewassen

die naast een luzerneveld verbouwd worden.

1 Onderzoek van de heer M.Verhoyen van het Laboratorium voor Phytopathologie
van de Katholieke Universiteit van Leuven, gastmedewerker van de Afdeling

Virologie van de Landbouwhogeschool.
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OPNAMEN VAN DWARSDOORSNEDEN VAN EEN SMAAKHAAR VAN EEN RUPS ! (1965)

Siemens elektronenmicroscoop Elmiskop I
Figuur 21, vergroting 70.000 x
Figuur 22, vergroting 17.500 x

In de opname is de dwarsdoorsnede weergegeven door het uiterste topje van
gén van de vier smaakharen rond de mond van de rups. Binnen de uit

chitine opgebouwde schede zijn zes zenuwuitlopers zichtbaar, afkomstig
van vier smaakcellen waarvan de cellichamen nabij de basis van de haar
zijn gelokaliseerd. De zenuwuitlopers zijn in het topje van de haar aan de
buitenwereld blootgesteld en kunnen worden geprikkeld door verschillende
stoffen in opgeloste toestand. Een prikkeling wordt in de vorm van een
elektrisch signaal door de afgebeelde uitloper naar het zenuwcellichaam
geleid, vanwaar het na enige modificatie wordt doorgegeven naar de herse-

nen.

)

! Onderzoek van Dr.L.M.Schoonhoven en Dr.V.G.Dethier 31/ van de Afdeling

Entomologie van de Landbouwhogeschool.
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Opnamen van dwarsdoorsneden van een smaakhaar van een rups

Figuur 22, vergroting 17.500 x

De afbeelding in figuur 22 geeft de dwarsdoorsnede door vier zenuwuitlopers
van de antenne van een pijlstaartrups. Deze uitlopers, afkomstig van vier
zintuigzenuwcellen, vertakken zich tot een zeer groot aantal kleine vrije
zenuwuiteinden die in 2&n van de zes op de antenne aanwezige reukkegeltjes
in verbinding staan met de buitenlucht en die door geurstoffen kunnen wor-
den geprikkeld. Rond de zenuwuitlopers zijn de gecompliceerde structuren

van accessorische cellen zichtbaar.
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OPNAMEN VAN DOORSNEDEN VAN EEN VLIEGSPIER VAN DE SPRINKHAAN ! (1966)

Siemens elektronenmicroscoop Elmiskop I
Figuur 23, vergroting 35.000 x
Figuur 24, vergroting 35,000 x

Om na te gaan of er in de structuur van de vliegspier van sprinkhanen ver-
anderingen optreden als gevolg van hormonale invloeden, werden coupes ge-
maakt van vliegspieren. Hoertoe werden de spieren eerst gefixeerd in
glutaaraldehyde en nagefixeerd met osmiumtetroxyde. Na ontwatering in een
alcoholreeks werden de spieren via propyleenoxyde ingebed in Epon 812, een
epoxhars. Vervolzens werden hiervan coupes gesneden op het LKB ultramicro-
toom met een glasmes. Om het contrast in de coupes te verhogen werd nage-
kleurd met een oplossing van loodcitraat.

Figuur 23 geeft een dwarsdoorsnede van de vliegspier waarin verschillende
structuren kunnen worden onderscheiden.

Het luchttransport in de spier vindt plaats door middel van de tracheolen
(T) terwijl de sarcosomen (S) een belangrijke rol spelen bij de ademhaling.
Verder kunnen we o.a. nog een celkern (K) onderscheiden en de spierfibril-
len die opgebouwd zijn uit filamenten (F) welke, omdat het hier een dwars-

doorsnede betreft, als puntjes of cirkeltjes zichtbaar zijn.

! oOnderzoek van Ir.A.K.Minks van de Afdeling Entomologie van de Landbouw—

hogeschool.
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Opnamen van doorsneden van een vliegspier van de sprinkhaan

Figuur 24, vergroting 35.000 x

In de langsdoorsnede van de vliegspier van de sprinkhaan, figuur 24,
kunnen twee gebieden onderscheiden worden, die elkaar afwisselen, namelijk
de fibrillen en de mitochondrién, welke bij spierweefsels sarcosomen wor-—
den genoemd. De fibrillen zijn opgebouwd uit filamenten, die als dunne
lijntjes zichtbaar zijn. Dwars op de fibrillen zijn de zogenaamde banden
zichtbaar, die verantwoordelijk zijn voor de naam: dwarsgestreepte spier.
De smalle donkere band wordt de I-band, het overige gedeelte de A-band ge-
noemd. Deze banden liggen op regelmatige afstanden van elkaar. Het gebied
tussen de middens van twee op elkaar volgende I-banden draagt de naam
sarcomeer. De filamenten zijn opgebouwd uit twee typen eiwit, namelijk
actine en myosine. Een belangrijke energiebron voor de spiercontractie is

glycogeen, dat als donkere korreltjes in de fibrillen zichtbaar is.
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OPNAME VAN EEN DWARSDOORSNEDE VAN EEN VLIEGSPIER VAN DE COLORADOKEVER !
(1966)

Siemens elektronenmicroscoop Elmiskop I

Figuur 25, vergroting 35.000 x

Uit biochemische onderzoekingen is komen vast te staan, dat er onder
hormonale invloeden veranderingen optreden in de energiestofwisseling van
de sarcosomen.

Het elektronenmicroscopisch onderzoek van de vliegspier van de colorado-
kever heeft tot doel na te gaan of de resultaten van het biochemisch on-
derzoek verband houden met de structuurveranderingen die in de spieren
optreden. De structuurveranderingen die kunnen plaatsvinden betreffen o.a.
de dikte van de fibrillen en de grootte en dichtheid van de sarcosomen.

In de opname kunnen de volgende organellen onderscheiden worden: tracheolen
(T), sarcosomen (S) en de uit filamenten (F) opgebouwde fibrillen.

Als fixatiemiddel is glutaaraldehyde gebruikt, gevolgd door fixatie met
osmiumtetroxyde.

De preparaten zijn ingebed in Epon 812,

1 Onderzoek van Drs.C.A.D.de Kort van de Afdeling Entomologie van de Land-

bouwhogeschool.
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OPNAMEN VAN HET CORPUS CARDIACUM VAN DE COLORADOKEVER (LEPTINOTARSA
DECEMLINEATA SAY) ! (1966)

Siemens elektronenmicroscoop Elmiskop T
Figuur 26, vergroting 17.500 x
Figuur 27, vergroting 40.000 x

De Corpora cardiaca van insekten zijn kleine orgaantjes die in de kop lig-
gen, vlak achter de hersenen. Aanvankelijk werden ze aangezien voor
gangligén; sinds een twintigtal jaren echter, werd hun belangrijke functie
binnen het geheel van de hormonale regulatie onderkend.

In verschillende soorten van gemodificeerde neuronen van het zogenaamd
neurosecreet, zichtbaar als granula, wordt door de axonen van deze cellen
vervoerd naar de Corpora cardiaca, waar het enige tijd kan worden opgesla-
vervoerd naar de Corpora cardiaca., waar het enige tijd kan worden opgesla-
gen.Waarschijnlijk door zenuwimpulsen wordt het aan de haemolymphe afgege-
ven waarna het pas zijn specifieke activiteit kan ontplooien.

De preparaten zijn gefixeerd in glutaaraldehyde, nagefixeerd met osmium-
tetroxyde en ingebed in Epon 812, Om het contrast te verhogen is nage-
kleurd met loodcitraat.

Uit figuur 26 blijkt de buitengewoon gecompliceerde bouw van Corpora
cardiaca. Het meest opvallend zijn de ronde donkere neurosecreetgranula
binnen de in dwars- en lengterichting doorgesneden axonen; andere staan
practisch in contact met de haemolymphe. De grootteverschillen van de

granula (vergelijk G, en G2) hebben mogelijk iets te maken met de plaats

1
van herkomst en de aard van het hormoon dat ze bevatten. Het rechter onder-
gedeelte van de foto toont een stuk van een kliercel en kern (K) met in

het cytoplasma een aantal Golgicomplexen (Go) en mitochondrién (M). Gezien

ook de talrijke granula (G3) produceert deze cel eveneens neurosecreet.

1 Onderzoek van Drs.H.Schooneveld van de Afdeling Entomologie van de Land-

bouwhogeschool,
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Opnamen van het corpus cardiacum van de coloradokever (Leptinotarsa

decemlineata Say)

Figuur 27, vergroting 40.000 x

Het corpus cardiacum, afgebeeld in figuur 27, toont een aantal ophopingen
van neurosecretorische granula in 'axon swellings', doorsneden door een
axon die granula aanvoert en waarin zeer fraai de zogenaamde 'microtubules'
(Mt) zijn te zien. De opzwellingen van de axonen zijn hier duidelijk van
elkaar gescheiden door membranen (Mb); licht-microscopisch geeft een aan-
tal aangrenzende opzwellingen de indruk van een structuurloze donkere vlek,
De centraal gelegen zenuw is van de opzwellingen gescheiden door een paar
lamellaire glia-cel uitlopers (Gl) met mitochondri&n (M) en ribosomen (R)
die het zenuwweefsel voorzien van voedingsstoffen en mogelijk een rol spe-
len bij de prikkelgeleiding. Enkele granula zijn duidelijk begrensd door

een membraan.
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OPNAME VAN RHODOTORULA GLUTINIS ! (1966)

Siemens elektronemnmieroscoop Elmiskop I

Figuur 28, vergroting 100.000 x

Voor een onderzoek betreffende de phyllosfeer moest het inwendige van gist-
cellen afgebeeld worden, terwijl de structuur van de uitscheidingsproduk-
ten in de onmiddellijke omgeving van de celwand bewaard moest blijven. Om
dit te realiseren werd een techniek 35) uitgewerkt voor het inbedden van
gistcellen in vestopal, waarbij het niet nodig is de gistsuspensie te
centrifugeren. Hiertoe werden kleine luchtbelletjes in agar met behulp
van een injectienaald gevuld met een vrij geconcentreerde suspensie van
gist in glutaraldehyde (57 in S8rensen-buffer). Het door de injectienaald
in de agar geprikte gaatje werd met een hete prepareernaald dichtgesmol-
ten. Kleine agarblokjes met een gevulde luchtbel in het midden konden
daarna worden gefixeerd, ontwaterd en ingebed volgens een voor weefsel-
blokjes gebruikelijke methode.

Het zo verkregen materiaal werd gesneden met behulp van een diamantmes op
een LKB ultramicrotoom. De coupe is nagekleurd met loodcitraat volgens de
methode van E.S.Reynolds.

Figuur 28 geeft een detail uit een doorsmede van een met gist gevulde
luchtbel.

! Onderzoek van mejuffrouw Dr.J.Ruinen van de Afdeling Microbiologie van

de Landbouwhogeschool.
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OPNAME VAN ZOGENAAMDE 'VIRUSLIKE PARTICLES' 1 (1966)

Siemens elektronenmicroscoop Elmiskop I

Figuur 29, vergroting 280.000 x

In het onderzoek over de zuivering van het bladrolvirus uit de bladluis
Myzus persicae werden virus—achtige deeltjes gevonden in extracten van
bladluizen met behulp van de elektronenmicroscoop. Deze deeltjes, die een
afmeting van 24 mp hebben, bleken niet de veroorzakers van de bladrol-
ziekte van de aardappel te zijn. In verder onderzoek naar de aard van deze
deeltjes werd vastgesteld dat het virussen waren. Een waardplant die na
besmetting reageerde met symptonen werd nog niet gevonden. Hierdoor was
elektronenmicroscopie van wezenlijk belang om de aanwezigheid van deze
deeltjes in bladluizen en planten vast te stellen en konden alleen die
problemen worden bestudeerd, die met de elektronenmicroscoop toegankelijk
waren.

In figuur 29 zijn naast volle ook lege deeltjes te vinden. De deeltjes
vertonen ronde tot bijna zeshoekige profielen. In sommige deeltjes kunnen
eiwitelementen worden opgemerkt, waaruit de eiwitmantel van het virus is

opgebouwd.

! Onderzoek van Ir.D.Peters 2° 35) van de Afdeling Virologie van de Land-

bouwhogeschool.
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OPNAME VAN DE STRUCTUUR VAN DE OPPERVLAKTE VAN HET KIPPEEI ! (1966)

Siemens elektronenmicroscoop Elmiskop I

Figuur 30, vergroting 35,000 x

Een opname van een replica van de oppervlakte van een ei, dat met warm
water is gewassen, is afgebeeld in figuur 30. Het buitenste laagje van het
ei, de cuticula, die dient ter bescherming van de ei-inhoud tegen verdam-
ping en schadelijke stoffen, bestaat uit blaasjes,

Deze blaasjes zijn tengevolge van het wassen plaatselijk wat vervlakt,
maar de oppervlaktestructuur wijkt slechts weinig af van die van ongewas-
sen eieren. Derhalve mag worden geconcludeerd dat door het wassen de
cuticula vrijwel intact is gebleven.

Het gebruikte preparaat is een zogenaamd 2-traps koolstofreplica. Hiertoe
is een gedeelte van de schaal bestreken met een oplossing van 27 formvar
in chloroform, waardoor zich een dun formvar-vlies op het oppervlak vormt.
Na droging wordt een laagje van 77 bedacryl, opgelost in xyleen, aange-
bracht ter versteviging. Met een stukje cellofaanplakband kan het formvar-
vliesje met de bedacryl er afgetrokken worden. Op deze wijze is een nega-
tieve afdruk van het eioppervlak verkregen. Hiervan wordt een positieve
afdruk gemaakt door de negatieve afdruk met koolstof op te dampen en daar-

na de negatieve afdruk op te lossen.

! Onderzoek van Dr.P.C.M.Simons van het Instituut voor Pluimveeteelt
'Het Spelderholt', Beekbergen en Dr.G.Wiertz van de Afdeling Fysiologie

der Dieren van de Landbouwhogeschool,33
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OPNAME VAN VIRUSSEN IN CHAMPIGNONS ! (1966)

Siemens elektronenmicroscoop Elmiskop I

Figuur 31, vergroting 160.000 x

De champignoncultuur wordt ernstig bedreigd door de zogenaamde 'afster-
vingsziekte', die waarschijnlijk veroorzaakt wordt door &én of meer vi-
russen. Uit zieke champignons kunnen vaak drie verschillende soorten vi-
rus-achtige deeltjes gelsoleerd worden: een bolvormig deeltje van 25 mu(a),
een bolvormig deeltje van 34 mup(b) en een staafvormig deeltje met afge-
ronde einden van 19 x 50 mp(e). De zuivering van deze partikeltjes omvat
onder andere behandeling van de champignonpulp met ultrasone trillingen

om de celwanden stuk te maken, toepassing van enkele organische oplossing-
en, en differentiel centrifugeren. Hierna kan een elektronemmicroscopisch
voldoend zuiver beeld worden verkregen. Elektronenmicroscopie is tot nu
toe de enige snelle toetsmethode op de aanwezigheid van deze virusdeeltjes,
aangezien de serologie nog niet voldoende ontwikkeld is, en er tot op he-

den geen planten op de deeltjes hebben gereageerd met symptonen.

! Onderzoek van mevrouw Ir.A.Dieleman-van Zaayen van het Instituut voor

Plantenziektenkundig Onderzoek.
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