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Die Verwendung einer neuen
Lemna-Kulturanlage in Wachstums-
und Stoffwechseluntersuchungen
mit gelosten und gasformigen
Schwefelverbindungen

von K.H, Erismann und Chr. Brunold

Manuskript eingegangen am 18, Juli 1973

Gegenuber andern hdhern Pflanzen weisen Lemnaceen eine ganze Reihe von
Vorteilen auf, welche sie fiir physiologische Untersuchungen in besonderem Masse
geeignet erscheinen lassen (Landolt 1957, Hillman 1961, Schulz 1962, Kandeler
1968, Erismann und Finger 1968). Als besonders zweckmissig erweist sich die
Verwendung von Lemnaceen vor allem dort, wo der Einfluss einer bestimmten
Behandlung auf das Wachstum untersucht wird, oder wo es gilt, die bei Mikro-
organismen und einzelligen Algen entwickelte steady-state-Methodik (Bassham
und Kirk 1960) auf héhere Pflanzen zu iibertragen. Eine wichtige Voraussetzung
fiir steady-state-Experimente sind Anlagen, welche erlauben, die Versuchs-
organismen unter konstanten Bedingungen zu kultivieren und dabei den steady-
state zu kontrollieren. Dazu kann die Tatsache herangezogen werden, dass
Organismen im steady-state exponentielles Wachstum aufweisen. Deshalb k6nnen
Wachstumsmessungen auch bei der Bereitstellung von Pflanzenmaterial fiir
steady-state-Experimente wichtig sein.

Im folgenden wird iiber eine Anlage berichtet, welche gestattet, auf der
Nihrlésungsoberfliche schwimmende Lemnaceen unter Registrierung des Wachs-
tums aseptisch bei gleichbleibenden Bedingungen zu kultivieren. Sie erlaubt
neben Wachstumsmessungen die Bereitstellung grosser Mengen von jederzeit
gleichwertigem Pflanzenmaterial, welches in besonders angepassten Versuchs-
einrichtungen (Erismann und Brunold 1967) in steady-state-Experimenten
weiterverwendet werden kann. Die Anlage lisst sich aber auch direkt fiir
kinetische Experimente verwenden, bei welchen die durch einen Wechsel der
Bedingungen bewirkte Anderung des steady-state untersucht wird. In diesem
Zusammenhang sind besonders die Anwendungsmoglichkeiten interessant, welche
eine zur Wachstumsanlage konstruierte Begasungseinrichtung eréffnet.
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Beschreibung der Anlage

Die Wachstumsanlage setzt sich im wesentlichen aus 4 Einheiten zu je
6 Kulturgefissen und einer Begasungseinrichtung zusammen. Jede Einheit
umfasst ausser den Kulturgefiassen, welche auf einer Plexiglasplatte linear
angeordnet sind, einen Nahrlosungs- und einen Luftverteiler (Fig. 1).

Je 2 Einheiten sind einander gegeniiberliegend auf einem Holzgestell montiert,
Als Nihrlésungsbehiilter dienen Marjottesche Flaschen von 101 Inhalt, welche

1 m iiber den Kulturgefissen stehen, Sie sind mit Hilfe von Kugelschliffen

und Gummischlauch mit den Ndhrldsungsverteilern verbunden. Die Verbindung
mit Kugel und Pfanne erlaubt den aseptischen Wechsel der Nihrldsungsflaschen.
Der Nihrldsungsverteiler besteht aus einem 45 cm langen Pyrexglasrohr mit
einem Durchmesser von 2,8 ¢, einem Einlass- und 6 Auslasstuben. Durch je
einen Tropfenzihler mit Regulierschraube lisst sich die Nihrlésungszugabe zu
den Kulturgefissen dosieren.
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5 Aufbau der Wachstumsanlage
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fiir 6 Kulturgefisse
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7. Absorptionsgefiss mit Tauchrohr

8. Sammelrohr

9. Beleuchtungskoérper

0. Holzgestell

Die Begasungseinrichtung (Fig. 2) besteht im wesentlichen aus einer K olben-

pumpe (Reziprotor, Kopenhagen) und einem Verteilersystem, welches die
Beimischung von Gasen zur atmosphirischen Luft gestattet. Die Begasungsluft
wird in Waschflaschen befeuchtet und von Staub und unerwiinschten Begleitgasen
wie SO, befreit. Sie gelangt in einen Verteiler, dessen 4 Ausginge von je einem
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Schema der Begasungseinrichtung:
H Im gezeigten Aufbau kann sie zur Beimischung
von Gasen mittels Diffusion durch einen
Schlauch verwendet werden.

. Luftschacht
. Wattefilter
. Luftpumpe
. Luftverteiler
. Strémungsmesser 0—130 1/h
. Stromungsmesser 0—50 I/h
. Schlauchklemmen zur Regulation
des Luftdurchsatzes
8. Mischgefiss
9. Diffusionsschlauch
/ 10. Gasflasche
11. Reduzierventil
12. Blasenzdhler
3 13. Absorptionsgefiss

n 12

I N DW=

o

10 3

Strémungsmesser (BROOKS-MITE, 0—130 1/h) kontrolliert werden. Von einem
dieser Strémungsmesser gelangt die Luft in ein Mischgefiss, wo mittels Diffusion
durch einen geeigneten Schlauch oder mit Hilfe eines Injektors Gase (CO,, SO,,
H,S usw.) beigemischt werden kénnen. Zwei Strémungsmesser (0—60 1/h) erlauben
die Verdiinnung des Gasgemisches mit atmosphirischer Luft, Die resultierenden
Gaskonzentrationen fiir definierte Stromungsmessereinstellungen lassen sich

an den Ausgingen mit den entsprechenden Instrumenten messen. Schlauchklemmen
dienen zusitzlich zu den Nadelventilen der Strémungsmesser zur Regulation des
Luftdurchsatzes. Von den vier Ausgingen der Begasungseinrichtung wird die

Luft in Pyrexglasrohren zu den Luftverteilern der einzelnen Einheiten gefiihrt.

Die Luftverteiler sind gleich konstruiert wie die Nihrlésungsverteiler, Die sechs
Kulturgefisse einer Einheit sind iiber je ein wattegefiilltes Luftfilter mit dem
Luftverteiler verbunden,

Als Kulturgefisse werden Kolben nach KOLLE (Linge 170 mm, Breite 116 mm,
Hohe 37 mm, Halsdurchmesser 32 mm) verwendet, welche mit je einem Einlass
fiir Luft und Nhrldsung versehen sind. Als Verschluss dient ein autoklavierbarer
Gummistopfen, in welchen als Auslass fiir Ndhrldsung und Luft ein Glasrohr
eingefiihrt ist. Seine hakenférmige Kriimmung erlaubt die Regulierung des
Nihrldsungsniveaus in den Kulturgefissen. Um zu verhindern, dass Lemnen
vom Nihrlésungs- und Gasstrom durch den Auslass getrieben werden, ist das
Glasrohrende im Kolben zu einem schmalen Schlitz geformt. Das andere Ende
des Glasrohrs ist iiber einen Gummischlauch mit einem Tauchrohr in einem
Erlenmeyerkolben verbunden, welcher zur Absorption von gegebenenfalls
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Fig. 4:

Teilansicht der Lemna-Kulturanlage,
Die riickwirtigen Kulturgefisse und die
untern Beleuchtungskérper sind fiir die
. Aufnahme entfernt worden.

beigemischten giftigen Gasen mit einem entsprechenden Absorptionsmittel
beschickt ist. Mit Hilfe des Tauchrohrs lisst sich das normale Funktionieren
der Beliiftung der einzelnen Kulturgefisse kontrollieren. Aus dem Absorptions-
gefdss konnen Nihrlésung und Luft durch einen Stutzen iiber einen Gummi-
schlauch in ein abfallend montiertes Sammelrohr iibertreten, welches mit

einer Abwasserleitung verbunden ist.

Fiir die Sterilisation werden sechs Kulturgefisse einer Einheit mit den Luft-
filtern, den Auslassschliuchen und dem zugehorigen Nihrldsungsverteiler vom
Holzgestell getrennt. Alle Offnungen werden mit Wattefiltern versehen,
welche durch Aluminiumfolie geschiitzt sind, Die Sterilisation erfolgt bei 1 atii
und dauert 30 Minuten. Sie wird nach 3 Tagen wiederholt,

Vor der Beimpfung werden die Kulturgefisse aus den Vorratsflaschen mit
Nihrlosung beschickt. Dann wird die Plexiglasplatte, auf welcher die Kultur-
gefdsse mit Drahtfedern fixiert sind, schrig angehoben, so dass die Gummistopfen
entfernt werden kdnnen, ohne dass Nihrldésung aus den Kulturgefissen fliesst,
Zur Beimpfung dient eine Impfnadel mit meanderférmig gebogenem Draht.

Sie kann auch zur aseptischen Entnahme des Pflanzenmaterials aus den Kultur-
gefédssen verwendet werden.

Die Wachstumsanlage ist in einem thermostatisierten Raume aufgestellt.

Die Temperatur in den Kulturgefissen weicht bei Beleuchtungsstirken bis
5000 Lux * 1°C von der Raumtemperatur ab. Die Beleuchtung kann von oben
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oder unten erfolgen. Die verwendeten Reflektoren sind mit je 2 Fluoreszenz-
rohren (Philips TL 40W/33) ausgestattet. Durch Verinderung des Abstandes der
Traggestelle von den Kulturgefissen lisst sich die Beleuchtungsstirke auf den
gewiinschten Wert regulieren.

Das Traggestell fiir die obern Reflektoren ist als Fiihrungsschiene fiir einen
Photoapparat oder eine Filmkamera ausgebildet. So kdnnen die Kulturgefisse
mit den Lemnen nach Abheben des Reflektors und Einschalten der untern
Beleuchtung photographiert werden, Um gut auswertbare Bilder zu erhalten, ist
es ndtig, das Licht der Fluoreszenzrohren mit einer Milchglasscheibe zu streuen.

Fiir die Messung des Wachstums werden die einzelnen Kulturgefisse am
zweckmissigsten tiglich zur gleichen Zeit photographiert. Auf Projektionen
der photographischen Negative lassen sich die Lemna-Gliederzahlen leicht
bestimmen. Wenn sich die Organismen im Zustand des logarithmischen Wachstums
befinden, nimmt der Logarithmus der Gliederzahlen linear mit der Zeit zu. Es
lassen sich also auf Grund der Logarithmen der Gliederzahlen Regressionsgeraden
berechnen. Fiir die statistische Auswertung werden am besten die Steigungen
dieser Regressionsgeraden herangezogen:

In GZ ts — In GZ t1
p" —
ta - ty
InGZt = natiirlicher Logarithmus der Gliederzahl zur Zeit t
t = Zeit in Tagen

Fig. 5:

Einzelnes Kulturgefiss mit Lemna minor.
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Die Steigungen entsprechen der spezifischen Wachstumsrate (Fencl 1966).

Wenn beim Photographieren ein durchsichtiger Massstab mit Millimeter-
einteilung neben die Kulturgefisse gelegt wird, kann der Vergrésserungsmassstab
der Projektionen bestimmt werden. Damit lassen sich nach Ausmessung des
Projektionsbildes die wirklichen Dimensionen der Lemna-Glieder berechnen.

Die entsprechend der Zufuhr aus den Kultivierungsgefissen austretende
Nihrlésung kann aufgefangen und analysiert werden. Diese Analyse ist besonders
wichtig bei der Beliiftung mit Gasen, welche sich in der Nihrlésung gut 16sen
und deren Zusammensetzung unter Umstinden drastisch 4ndern kdnnen.

Anwendung

Die folgenden Ergebnisse stammen aus einer Untersuchung iiber die Schwefel-
assimilation von Lemna minor L. (Brunold 1972). Sie mdgen eine der Anwendungs-
moglichkeiten der beschriebenen Anlage verdeutlichen.

Tabelle I:

Spezifische Wachstumsraten von Lemna minor aus zwei Experimenten bei den 4 Einheiten
der Wachstumsanlage (Mittelwerte und Standardabweichungen von 6 Kulturgefissen),
Kultivierungsbedingungen: Dauerbeleuchtung von oben 5000 Lux, 25 + 1°C, Begasung mit
Luft mit ca. 0,03% CO,, Beliiftungsrate 20 1/h/Kulturgefiss, Nihrlésung H 8 (Erismann
und Finger 1968) pH 6,0, Durchflussrate 40 ml/h/Kulturgefiss, Inoculum ca. 20 Glieder,
Kultivierungsdauer 9 Tage.

Experiment 1 Experiment 2
Einheit Spezifische Standard- Spezifische Standard-
Nr, Wachstumsraten abweichung Wachstumsraten abweichung
M ] M s
1 0,429 0,0209 0,420 0,0198
2 0,425 0,0207 0,420 0,0204
3 0,420 0,0179 0,410 0,0203
4 0,434 0,0181 0,427 0,0194

In Tab. I sind die Mittelwerte der spezifischen Wachtumsraten der 4 Einheiten
aufgefiihrt. Ein Vergleich zeigt, dass zwischen den einzelnen Einheiten bei
gleicher Behandlung keine Unterschiede auftreten. Auch zwischen den Wachstums-
raten der beiden sechs Monate auseinanderliegenden Versuche lisst sich kein
Unterschied sichern. Die Standardabweichungen liegen im iiblichen Rahmen der
Resultate aus biologischen Versuchen (Landolt 1957). Trotz der Konstanz
der spezifischen Wachstumsrate wurde das Wachstum vor jedem Experiment
mit verschiedenartiger Behandlung der einzelnen Einheiten wihrend 7 Tagen
bei gleicher Behandlung kontrolliert. Um nicht zu hohe Gliederzahlen auszihlen
zu mussen, wurde die Gliederzahl der einzelnen Kulturgefisse vor der Behandlung
auf 20 reduziert. Bei den gewiihlten Bedingungen vermehrten sich diese
anschliessend im Laufe von 9 Tagen auf 600—700.
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Tabelle II:

Spezifische Wachstumsraten von Lemna minor bei verschiedenen Sulfatkonzentrationen
(Bedingungen mit Ausnahme der Sulfatkonzentration wie Tabelle I) (Mittelwerte und
Standardabweichungen von 6 Parallelen),

Sulfatkonzentration Spezifische Wachstumsraten Standardabweichung
M s

4-10*M 0,425 0,024

4-107° M 0,325 0,028

4-10°M 0,271 0,026

4-107 M 0,261 0,034

Wenn jede der 4 Einheiten mit Nihrldsung verschiedener Sulfatkonzentration
versorgt wird, zeigt sich, dass die spezifischen Wachstumsraten bereits bei einer
Sulfatkonzentration von 4.10-5M gegeniiber 4,10-*M signifikant kleiner sind
(Tab. II), d.h. Sulfat scheint das Wachstum bei den gewihlten Bedingungen bereits
bei einer Konzentration von 4.10->M zu limitieren.

Im folgenden Experiment wurde untersucht, ob sich Sulfat als Schwefelquelle:
durch Schwefelwasserstoff ersetzen lisst, welcher an den natiirlichen Standorten
von Lemna minor oft nachgewiesen werden kann (Kuchar 1954, Schulz 1962).

Tab. III gibt Aufschluss iiber die spezifischen Wachstumsraten von Kulturen
in Nihrldsung ohne Sulfat, welche aber mit Hilfe der Dosiereinrichtung mit
verschiedenen H, S-Konzentrationen begast wurden. Die Differenzen zwischen
den Mittelwerten lassen sich statistisch sichern, d.h. zwischen den Wachstumsraten
bestehen Unterschiede, welche auf der Begasung mit verschiedenen H, S-Konzen-
trationen beruhen,

Auf Grund dieser Untersuchung ist zunichst der Schluss, dass Lemna minor
mit H, S als alleiniger Schwefelquelle wachsen kann, nicht zwingend, weil
wihrend der Begasung stindig H, S in der Nihrlosung geldst und dort oxidiert
wird. Bei 12 ppm wurde in der Nahrldsung ein Gesamtschwefelgehalt von
0.475 mg/l bestimmt. Unter der Voraussetzung, dass es sich dabei ausschliesslich
um Sulfatschwefel handelt, wiirde dieser Betrag einer Sulfatkonzentration von
1,5.10-5 M entsprechen. Aus Tab. II geht nun aber hervor, dass sogar bei einer
Sulfatkonzentration von 4.10-5M nur eine mittlere spezifische Wachstumsrate

Tabelle I11:

Spezifische Wachstumsrate von Kulturen von Lemna minor bei verschiedenen H,S-Konzentrationen
in der Begasungsluft, Kultivierungsbedingungen wie Tabelle I, Ndhrlésung H 8 mlt CI™ anstelle
von SO, *". (Mittelwerte und Standardabweichung von 6 Parallelen)

H, S-Konzentration Spezifische Wachstumsraten Standardabweichung
in ppm M s

0 0,270 0,032

0,12 ] 0,322 0,038

1,2 0,323 0,028
12 0,407 0,025
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von 0,325 erreicht wird. Die Sulfatkonzentration von 1,5.10-5M diirfte also nicht
geniigen, um den festgestellten Wert von 0,407 zu erreichen. Deshalb darf
angenommen werden, dass Lemna minor mindestens einen Teil ihres Schwefel-
bedarfs mit gasférmigem H, S deckt.

Es zeigt sich allerdings, dass die Glieder von Lemna unter dem Einfluss von
H, S kleiner werden. Dieser Effekt ist auch dann zu beobachten, wenn die
Ni#hrlésung geniigend Sulfat enthilt (Fig. 3). Die kleinere Gliedergrosse diirfte
mindestens teilweise eine Erklirung liefern fiir das kleinere mittlere Trocken-
gewicht pro Glied (Tab. IV). Dieses Ergebnis gibt einen Hinweis darauf, dass es
sich bei Wachstumsuntersuchungen als n6tig erweisen kann, dass zusitzlich
zur Gliederzahl die Gliederflichen und das Trockengewicht pro Glied bestimmt
werden miissen.

GZ
400— — semsensen | |t
—HZS
300+
200— - L3
1 b
100— rJ Fig. 3:
Hiufigkeitsverteilungen der Gliedbreiten
von Lemna minor bei Begasung mit Luft

und bei Begasung mit Luft mit 6 ppm H,S
0 - mae WL (Klassenbreite 0,25 mm).

Tabelle IV:

Mittlere Fliche pro Glied und mittleres Trockengewicht pro Glied von Lemna minor
bei Begasung mit Luft ohne H,S und mit 6 ppm H,S.

Begasung Mittlere Fliche/Glied Mittleres Trockengewicht/Glied
Luft 0,0659 cm? 0,091 mg
Luft mit 6 ppm H,S 0,0533 cm? 0,082 mg
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Zusammenfassung

1. Es wird eine Wachstumsanlage beschrieben, mit welcher auf der Ndhrl6sung
schwimmende Lemnaceen unter definierten Bedingungen kultiviert werden
konnen. Die Anlage eignet sich vor allem fiir Wachstumsmessungen mit statistischer
Auswertung. Daneben erlaubt sie die Bereitstellung von jederzeit gleichwertigem
Versuchsmaterial fiir physiologische oder biochemische Untersuchungen.

2. Die Verwendung der Anlage wird an Arbeiten gezeigt, die im Rahmen
einer Untersuchung iiber die Schwefelernihrung von Lemna minor L. ausgefiihrt
wurden.

Summary

A device is described for the cultivation of Lemnaceae under controlled
conditions. It is especially suited for growth measurements with statistical
treatment,

It can also be used to produce plant material of uniform quality for physiological
and biochemical experiments. The possibilities of the device are shown and
discussed in connection with work done on sulfur nutrition of Lemna minor L.

Die Arbeiten wurden im Rahmen eines vom Schweiz. Nationalfonds unterstiitzten
Projektes (Nr. 5122.3) ausgefiihrt. Die 16 mm Schmalfilmkamera (Beaulieu) zur Registrierung
des Wachstums konnte mit Unterstitzung der Stiftung zur Férderung der wissenschaftlichen
Forschung an der Universitit Bern angeschafft werden. Wir danken auch Herrn Lauffer,
dem Institutsmechaniker, fiir die sorgfiltige Ausfiihrung der Werkstattarbeiten.
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