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4. DISKUSSION

4.1. MOGLICHE WIRKUNGSWEISEN EXTRA- UND
INTRAZELLULARER KOMPONENTEN

Bei Lemnaceae konnten lediglich getrocknete Samen und Knospen erfolg-
reich kryokonserviert werden. Von Natur aus trockene oder leichtdehydrier-
bare Samen sind mit Ausnahme der hohe Fett- oder Olgehalte aufweisenden
Samen (BECWAR et al. 1983, StTanwoobp 1985) problemlos lebend tiefzufrieren
(WITHERS 1982a), so dass sich eine diesbeziigliche Diskussion eriibrigt. Meri-
stematische Gewebe aus Vegetationsspitzen bestehen aus kleinen, dichtge-
packten und undifferenzierten Zellen, die eine diinne Zellwand, hochstens
kleine, kaum sichtbare Vakuolen aufweisen (Saka1 1985) und sich somit mor-
phologisch und physiologisch deutlich von ausdifferenzierten Zellen unter-
scheiden. Ausser den bekannten Ruhepausen befinden sie sich stets in einer
teilungsaktiven Phase. Kompakte Zellgewebe besitzen praktisch keine Inter-
zellularrdume, in denen sich wihrend dem Dehydriervorgang Wasser ansam-
meln konnte, wodurch die Gefahr einer vorzeitigen Inokulation des Zellin-
halts durch extrazelluldres Eis gebannt ist, so dass diese Gewebe oft eine gute
Unterkiihlbarkeit aufweisen (ASHWORTH und ABELES 1984). Die Zusammen-
fassung in Kap. 1.5 iiber die bis heute kryokonservierbaren pflanzlichen Ge-
webetypen und Einzelzellen zeigt klar, dass fast ausschliesslich wenig diffe-
renzierte, teilungsfahige Zellen erfolgreich tiefgefroren werden konnten. Ver-
schiedene Literaturstellen weisen darauf hin, dass sich die Zellen dabei in ei-
nem aktiven Vermehrungsstadium befanden. So bemerkten VAN DErR MEER
und SimpsoN (1984), dass sie mit der Algenart Gracilaria tikvahiae die hoch-
ste Uberlebensrate erzielen konnten, wenn sie junges, sich teilendes Material
verwendeten. Bei zygotischen Embryonen empfiehlt es sich ebenfalls unreife,
sich im Wachstum befindende Stadien zu verwenden, die kleine, diinnwandi-
ge und vakuolenfreie Zellen aufweisen (Basas 1977, ZAavaLa und SUSSEX
1986). Auch Zellkulturen sind kurz vor und wihrend der exponentiellen
Wachstumsphase besonders gefrierresistent (SUGAWARA und SAkaAl 1974, WI-
THERS 1978, 1985b, DIETTRICH et al. 1986, REUFF et al. 1988), wenn die Zellen
ebenfalls klein und wenig vakuolisiert sind (SUTTON-JONES und STREET 1968).
Oft konnen jedoch Zellkulturen nur dank vorheriger Behandlung mit osmo-
tisch aktiven Substanzen, insbesondere Mannitol oder Sorbitol, zufriedenstel-
lend kryokonserviert werden. Diese Vorkultivierung verursacht unter ande-
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rem eine Verkleinerung der durchschnittlichen Zellgrésse (DIETTRICH et al.
1982, PRITCHARD et al. 1986a), die Bildung diinner Zellwédnde (PRITCHARD et
al. 1986a) und eine Reduktion des Vakuolenvolumens (PRITCHARD et al.
1986¢). Welchem dieser Faktoren die grosste Bedeutung beziiglich Gefrierre-
sistenz zukommt, kann anhand der Literatur nicht eindeutig abgeklirt werden,
die Zellwanddicke scheint jedoch eher eine untergeordnete Rolle zu spielen
(PRITCHARD et al. 1986a,c) und diirfte hochsten die Permeation eindringender
Gefrierschutzmittel mitbeeinflussen. CHEN et al. (1984b), die Experimente mit
zwei verschiedenen Catheranthus roseus-Zellinien durchfiihrten, konnten
nur jene ohne Vorbehandlung erfolgreich tieffrieren, die kleine, wenig vakuo-
lisierte Zellen enthielt. Die zweite Kultur, deren verhiéltnismissig grosse Zel-
len eine zentrale Vakuole aufwiesen, war nur dank Sorbitolzusatz kryokonser-
vierbar. PRITCHARD et al. (1986a,c), die lediglich die kleinzelligen, vakuolen-
armen Acer pseudoplatanus-Kulturen lebend kryokonservieren konnten, hin-
gegen nicht die grossen, einen hohen Vakuolengehalt aufweisenden Glycine
max-Zellen, sind der Meinung, dass kleine Zellen dank dem grésseren Ober-
flichen-Volumenverhiltnis rascher und daher schonender dehydriert werden
konnen und somit die Gefrierresistenz vor allem auf einer Osmoresistenz be-
ruht. Meristematische Zellen sind in der Tat verhéltnisméssig osmoresistent
(KArRTHA et al. 1988), und es wire vorstellbar, dass die Zellgrosse bei langsa-
mem Kiihlen eine gewisse Rolle spielt, da jedoch auch nach rascher Tempera-
turabsenkung der Zelltyp von Bedeutung ist, diirfte das Vakuolenvolumen der
entscheidende Faktor sein. Dieser Meinung sind auch ZAvALA und SUSSEX
(1986), die aus Phaseolus vulgaris-Samen herausgeschnittene Embryonen-
achsen nur in einem bestimmten Entwicklungsstadium, das sich durch wenig
vakuolisierte Zellen ausweist, erfolgreich durch ultrarasches Einfrieren kryo-
konservieren konnten. Morris und CLARKE (1978) konnten bei rasch tiefge-
frorenen Chlorella-Algen ebenfalls eine gute Korrelation zwischen prozen-
tualem Vakuolenanteil und Uberlebensrate feststellen. Die Autoren vermuten,
dass Vakuolen besonders leicht auskristallisieren, weil ihr Inhalt vergleichs-
weise wisserig ist. Die Wahrscheinlichkeit einer Nukleation ist in kleinen
Komplexen besonders gering (AsHWORTH et al. 1985), und daher diirfte eine
Volumenreduktion die Unterkiihlbarkeit dieser Organelle erhthen und somit
eine bessere Uberlebenschance der Zellen zur Folge haben. Dieser Effekt
konnte noch dadurch verstirkt werden, dass beispielsweise Mannitol nicht
nur das Gesamtvolumen von Vakuolen vermindert, sondern diese gleichzeitig
in viele kleine Vesikel aufteilt (PRITCHARD et al. 1982). Bereits SIMINOVITCH et
al. (1968) dusserten die Vermutung, dass das Geheimnis winterharter Zellen
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darin besteht, ihre Vakuolen durch Plasmastringe zu unterteilen. Die in der
vorliegenden Arbeit benotigten Gefrierschutzmittelkonzentrationen sind aller-
dings derart hoch, dass samtliche Gewebe bereits durch die Gefrierschutzmit-
telbehandlung abgetétet werden, mit Ausnahme jener Knospenteile, die sich
in den Gliedtaschen befinden. Diese Tatsache ldsst vermuten, dass in den
Gliedtaschen nur eine allmihliche Vermischung des Wassers mit der Gefrier-
schutzlosung stattfindet, wodurch ein Osmoschock der Knospenzellen ver-
mieden wird. Der Bau dieser Gliedtaschen konnte daher fiir die Lemnaceae-
Kryokonservierung von grosser Bedeutung und vielleicht auch mit ein Grund
sein, weshalb Wolffioideae-Arten derart sensibel auf hohe Glyzerinkonzen-
trationen reagieren. Insbesondere fiir die Gattung Wolffia scheint dieser Ver-
dacht naheliegend zu sein, weil diese keine eigentliche Gliedtaschen, sondern
lediglich Vertiefungen aufweisen.

Glyzerin ist ein osmotisch sehr aktives Gefrierschutzmittel, das die Unterkiih-
lung von Losungen fordert, eine starke wachstumshemmende Wirkung auf
Kristalle ausiibt und die Bildung amorpher Strukturen ermoglicht (Rey 1960).
Zudem verdndert sich das Volumen einer 50% Glyzerinlosung wihrend dem
Abkiihlen praktisch nicht (LANE 1925), so dass die Proben keiner zusitzlichen
mechanischen Belastung ausgesetzt sind. Im Gegensatz zu den meisten ande-
ren Gefrierschutzmitteln entspricht die Oberfldchenenergie von Glyzerin je-
ner von Wasser, was fiir die Erhaltung des Stabilitdtsgleichgewichts der
Membranen von grosser Wichtigkeit ist (MERYMAN und WiLLIAMS 1985). Die-
se Eigenschaft konnte auch der Grund sein, weshalb Glyzerin selbst in sehr
hoher Konzentration fiir viele Zellen erstaunlich untoxisch ist. Der einzige
Nachteil dieses Gefrierschutzmittels besteht in der ungeniigenden Permea-
tionsfahigkeit durch Zellmembranen (MERYMAN und WILLIAMS 1985) und ist
moglicherweise der Hauptgrund, weshalb diese Substanz in der Pflanzenkryo-
biologie nur selten ohne weiteren Gefrierschutzmittelzusatz Verwendung
fand. Die Eindringgeschwindigkeit von Glyzerin hidngt von der Pflanzenart ab
(RicHTER 1968, TowiLL und Mazur 1976), und bei gewissen Arten wie bei-
spielsweise Haplopappus sp. kann selbst nach Stunden keine Permeation
nachgewiesen werden (TowiLL und Mazur 1976). Ob Glyzerin bei Lemna-
ceae in die Zellen eindringen kann, ist unbekannt, und anhand der durchge-
fiihrten Experimente ergeben sich ebenfalls keine eindeutige Anhaltspunkte.
Es stellt sich allerdings die Frage, ob nicht die Zellen nur dank einer guten
Glyzerindurchlidssigkeit die hohen verwendeten Konzentrationen iiberleben
konnen. RICHTER (1968) bezeichnet diese Eigenschaft als Voraussetzung fiir
eine hohe Osmotoleranz, weist aber gleichzeitig darauf hin, dass die Wisse-
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rung von mit Glyzerin gefiillten Zellen riskant und meist todlich ist, weil
Wasser immer viel rascher eindringt als Glyzerin austreten kann. Da bei
Pflanzen ein Zerplatzen der Plasmamembran, wie dies bei tierischen Zellen
oft geschieht, dank der Zellwand nicht moglich ist (MERYMAN und WILLIAMS
1985), diirfte die Zerstérung von Organellen wie beispielsweise der Vakuolen
den Tod herbeifiihren. Meristematische Zellen konnten aber woméglich sol-
che Prozeduren iiberleben. Lemnaceae weisen einen hohen Wassergehalt auf
und diirften nur nach rigorosem Wasserentzug kryokonservierbar sein. Die
vorherige Einwirkung eines osmotisch aktiven Gefrierschutzmittels ist daher
unbedingt notwendig. Bei allmihlicher Temperaturabsenkung geschieht dies
zum Teil auch wihrend der Vorkiihlphase, da mit 60% Glyzerin eingefrorene
Lemna minor-Pflanzen auch ohne Vorbehandlung eine respektable Uberle-
bensrate aufweisen. Ein vollumfanglicher Gefrierschutz ist bei dieser Art aber
erst nach einer ein- bis anderthalbstiindigen Einwirkungsphase vorhanden.
Obwohl diese Zeitdauer fiir den alleinigen Zweck der Zelldehydrierung als
ungewohnlich lang erscheinen mag, kann daraus nicht geschlossen werden,
dass grossere Glyzerinmengen eindringen. Dies konnte ndmlich auch darauf
zuriickzufiihren sein, dass die Entwisserung der Knospenzellen wegen dem
nur allméhlichen Eindringen des Gefrierschutzmittels in die Gliedtaschen ver-
hidltnismassig viel Zeit in Anspruch nimmt. Die niedrige Osmolalitit der Zell-
sdfte 1dsst darauf schliessen, dass die Gewebe bei weitem nicht geniigend ent-
wissert werden konnen, als dass eine Verhinderung der intrazelluldren Kri-
stallisation mittels Gefrierpunktserniedrigung durch die zelleigenen Substan-
zen moglich wire. Sofern nicht ein Grossteil des Glyzerins eindringt, miissen
die Zellen osmotisch wenig aktive Stoffe besitzen, die die Bildung von Nu-
kleationskernen weitgehend unterdriicken. Dafiir kommen am ehesten Protei-
ne in Frage, die vielleicht auch an der Membranstabilisierung beteiligt sind.
Der Proteingehalt von Lemnaceae ist von Natur aus ungewohnlich hoch
(AMADO et al. 1980), so dass diese Pflanzen ein effizientes Unterkiihlungssy-
stem besitzen konnten. Die Erhchung der Gefrierresistenz durch die Kultivie-
rung der Pflanzen auf dem im Vergleich zur Hutner-Nihrlosung nitratreichen
Hillman-Agar, wodurch ein Anstieg des Aminosdure- und Proteingehalts er-
wartet werden kann, verstarken die Vermutung, dass zelleigene Proteine bei
der Lemnaceae-Kryokonservierung eine wichtige Rolle spielen. Da auf Hill-
man-Agar gewachsene Lemna minor-Pflanzen auch die Behandlung mit 50%
Glyzerin besser ertragen als solche aus Hutner-Agarkulturen, diirften zumin-
dest einige dieser Proteine auch am Aufbau der Plasmamembran beteiligt
sein, wodurch sich die Membraneigenschaften dndem. Voraussetzung fiir die
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aufgefiihrten Vermutungen ist allerdings, dass Lemnaceae auch ohne Kilte-
induktion spezifische Proteine bilden, die fiir die Kryokonservierung von Be-
deutung sind. MERYMAN und WiLLiaAMS (1985) weisen noch darauf hin, dass
die Unterkiihlbarkeit von Pflanzenzellen durch die Verunreinigung mit Bakte-
rien, die als Nukleationszentren wirken kénnen (Linpow et al. 1982) oft limi-
tiert ist. Ob die Sterilitdt der verwendeten Kulturen fiir die Resultate dieser
Arbeit von Bedeutung ist, kann nicht beurteilt werden, da meristematische
Gewebe von Natur aus keimfrei sein sollten (LiMASSET und CORNUET 1949,
MOREL und MARTIN 1952).

Da die Verkniipfung der Faktoren, die wihrend dem Einfrieren respektive
Auftauen zum Absterben der Zellen fiihren, recht komplex ist, reichen die
bisherigen Untersuchungen nicht aus, um gesicherte Aussagen iiber die Art
der Gefrierschdden machen zu konnen. Kélteschidden diirften bei der Gattung
Lemna eher nicht in Frage kommen, da diese Arten grundsitzlich kryokon-
servierbar sind. Die Verhinderung des Kristallwachstums in der Gefrier-
schutzldsung ist wihrend dem Einfrier-Auftauzyklus sehr wichtig, und nur in
wenigen Fillen konnte kristallines Eis im extrazelluldren Bereich toleriert
werden. Beim Einfrieren kann das Kristallwachstum noch relativ gut durch
die Kiihlgeschwindigkeit kontrolliert werden, hingegen ist beim Aufwédrmen
die entstehende Eismenge weit stiarker von der Gefrierschutzmittelkonzentra-
tion abhédngig, und somit ist das Auftauen der Pflanzen die kritischste Phase.
Die gute Korrelation zwischen extrazellulirer Eisbildung und der Uberlebens-
rate von Lemna minor und weiterer Lemna-Arten lassen den Schluss zu,
dass der Zelltod durch dussere Faktoren verursacht wird. Trotzdem kann eine
intrazelluldr ausgeloste Inokulation nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlos-
sen werden, da zu wenig liber die Zusammensetzung des Zellsafts bekannt ist
und zudem vermutet werden muss, dass Gefrierschutzlosungen mit ungenii-
gender kristallwachstumshemmender Wirkung auch als Dehydriermittel un-
geeignet sind. Als Verletzungstypen, die durch externe Ereignisse verursacht
wurden, kommen mechanische Zerstérungen durch Eiskristalle, Schidigun-
gen durch tibermédssigen Wasserentzug sowie Membranzusammenbriiche we-
gen einem plotzlich auftretenden osmotischen Ungleichgewicht in Frage.
Schédden, die durch eine zu rasche Entwiésserung hervorgerufen werden,
konnten bei Lemnaceae durchaus eine wichtige Rolle spielen, da auch in den
Gliedtaschen eine Kristallbildung stattfindet und somit der regulierende Ef-
fekt der Gliedtaschen wegfillt. 60% Glyzerin ist die niedrigste Konzentration,
bei der unabhingig von der Einfrier- und Auftaurate kein Kristallwachstum
nachweisbar ist und welches sich somit fiir die osmotoleranten Arten gut
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eignet. Bei 50% Glyzerin entstehen wihrend dem Auftauen der vitrifizierten
Losung im 30°C-Wasserbad stets Kristalle. Nach ANGELL und MACFARLANE
(1982) diirfte es sich dabei um viele, sehr kleine Kristalle handeln, die bei
weiterem Temperaturanstieg allmahlich zu wachsen beginnen (LUYET 1960,
MacKenzie 1977), wegen der verhiltnismissig raschen Erwidrmung aber
recht klein bleiben diirften. Weshalb im Gegensatz zu Lemna minor die
Knospen von Lemna ecuadoriensis und wahrscheinlich der meisten anderen
Arten dadurch teilweise letale Schidigungen erleiden, ist nicht erkldrbar, me-
chanische Verletzungen scheinen jedoch eher unwahrscheinlich zu sein. Bei
langsamem Auftauen kommen grundsitzlich alle genannten Verletzungstypen
in Frage, da die Kristalle bedeutend grosser werden und die stets beobachtba-
re freiwerdende Kristallisationsenergie darauf hinweist, dass die Pflanzen ei-
nem plotzlich auftretenden osmotischen Ungleichgewicht ausgesetzt waren.
Wihrend sehr langsamem Kiihlen diirften wenige, aber sehr grosse Kristalle
entstehen (siche Kap. 1.2), wodurch die Zellen mechanische Verletzungen
oder Dehydrationsschdden erleiden konnen, hingegen sollte die osmotische
Belastung nur allméhlich zunehmen. Bei 40% Glyzerin kristalliert spétestens
wihrend dem Auftauen im 30°C-Wasserbad ein Grossteil der Losung aus. Bei
Anwendung der Freonmethode konnte keine Temperaturkurve aufgezeichnet
werden, die durchschnittliche Auftaurate eines 40% Glyzerintropfens betrigt
jedoch rund 4500°C/Min. und ist damit nicht viel geringer als die von Bou-
TRON und ARNAUD (1984) angenommene minimale Auftaurate, die notwendig
wire um in Wasser die Bildung hexagonaler Kristalle zu verhindern. Auch
wenn der Temperaturanstieg in den Taschen langsamer vor sich gehen diirfte,
da wisserige Systeme eine schlechte Warmeleitfdhigkeit aufweisen (WILLISON
und BROwN 1979), sollten bei einer 40% Glyzerinlésung trotzdem lediglich
kubische Kristalle zu erwarten sein. Diese diirften allerdings in grosser Men-
ge entstehen, da diese Kristallform in verhdltnismassig kurzer Zeit gebildet
wird (DoweLL und RINFRET 1960). Da nach BouTtroN und ARNAUD (1984) ku-
bische Kristalle keine Strukturschidden verursachen und wegen der sehr kur-
zen Auftauzeit auch eine letale Uberdehydration ausgeschlossen werden
kann, kommt hier eigentlich nur ein Membranzusammenbruch infolge des
plotzlich auftretenden extrazelluldiren Wasserverlusts in Frage.

Spirodela polyrrhiza kann selbst mit 60% Glyzerin und ultraraschem Einfrie-
ren und Auftauen nicht lebend kryokonserviert werden. Da sie im Gegensatz
zu den Wolffioideae-Arten hohe Glyzerinkonzentrationen noch vergleichs-
weise gut ertrdgt, konnen bei ihr von aussen wirkende Schadfaktoren weit-
gehend ausgeschlossen werden. Die folgenden Ursachen konnen daher in Be-
tracht gezogen werden:
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- Sofem fiir die Lebendkonservierung von Lemnaceae das Eindringen der
Gefrierschutzmittel ins Zellinnere notwendig ist, konnte eine ungeniigende
Glyzerinpenetration fiir den Zelltod verantwortlich sein.

- Die Art ist moglicherweise unter den angewandten Kulturbedingungen
nicht fahig, gefrierschutzspezifische Proteine zu bilden.

- Membranen oder andere lebenswichtige Makromolekiile erleiden irreversi-
ble Kilteschédden.

4.2. SCHADIGUNGSGRAD DER UBERLEBENDEN ZELLEN

Gefriergeschiddigte Zellen miissen nicht zwangsldufig absterben. So stellten
DIETTRICH et al. (1982) fest, dass viele der iiberlebenden Digitalis lanata-Zel-
len Membranvesikel im extraplasmatischen Raum aufwiesen. Als weitere An-
omalien solcher Zellen nennen die Autoren aufgetrennte Kerndoppelmembra-
nen sowie ausgeweitete Zisternen des endoplasmatischen Retikulums. Es ist
anzunehmen, dass sich derart beeintrichtigte Zellen erst nach einer Regenera-
tionsphase wieder normal vermehren konnen. Ein vergleichsweise spites
Auswachsen der aufgetauten Lemnaceae-Knospen, das Auftreten sukkulenter
und kallusformiger Glieder sowie die Produktion von Anthozyanen, die unter
den hier angewandten Zuchtbedingungen normalerweise nicht auftreten, wei-
sen darauf hin, dass viele der iiberlebenden Gewebe ebenfalls Gefrierschiden
aufweisen diirften. Wihrend bei Zellkulturen eine recht bescheidene Anzahl
iiberlebender Zellen ausreicht, um die Zellinie zu erhalten, kann bei Geweben
der Ausfall einzelner Zellen bereits erhebliche Entwicklungsstérungen verur-
sachen. Kallusbildung ist ein typisches Zeichen, dass ein organisiertes
Wachstum der Gewebe verloren ging (Kuo und LINEBERGER 1985). Dank der
grossen Autonomie meristematischer Zellen diirften solche Gewebe aber eher
befdhigt sein, schwerwiegende Verletzungen zu iiberstehen als ausdifferen-
zierte Zellverbidnde. So ist KARTHA (1981) der Ansicht, dass bei Meristemen
recht wenige intakte Zellen ausreichen um Kallus zu bilden, aus dem unter
Umstdnden neue Vegetationsspitzen auswachsen konnen, wie dies GROUT et
al. (1978), TowiLL (1983) und DIeTTRICH et al. (1987) durch gezielte Kultur-
massnahmen erreichen konnten. Bei stark kallusierten Lemnaceae- Knospen
ist ebenfalls damit zu rechnen, dass die Gewebe abgestorbene Zellen enthal-
ten, wogegen dies bei anthozyanbildenden, aber normal geformten Gliedern
nicht der Fall sein diirfte, da nach WiTHERS et al. (1988) ein geordnetes
Wachstum nur moglich ist, wenn die gegenseitigen Zellkontakte ungestort
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sind. Das Auftreten von Anthozyanen deutet somit auf eine leichte Schidi-
gung vereinzelter Zellen hin.

4.3. VERGLEICH DER GEFRIERRESISTENZ VON ARTEN UND
STAMMEN (LEMNOIDEAE)

In Kap. 3.3.1 wurden mit samtlichen Lemnoideae-Arten Tieffrierversuche
durchgefiihrt, deren Resultate in der Figur 23 und den Tabellen 5 und 6 darge-
stellt sind. Daraus geht klar hervor, dass zwischen den Arten, aber auch zwi-
schen verschiedenen Stimmen einer Art, betrichtliche Unterschiede beziig-
lich Gefrierresistenz bestehen konnen.

REED (1990) konnte keine Korrelation zwischen der Uberlebensrate apikaler
Meristeme von verschiedenen Pyrus-Arten und ihrer geographischen Ver-
breitung finden. Dies trifft auch fiir Lemnaceae zu. Von den vier in der bore-
alen Klimazone vorkommenden Arten (siche Kap. 2.1), zeigen zwar die drei
Lemna-Arten eine mittlere bis hohe Gefrierresistenz, jedoch die vierte Art,
Spirodela polyrrhiza, deren Hauptverbreitung allerdings in warmen Gebieten
liegt, scheint sehr schwierig zu kryokonservieren sein. Im Gegensatz dazu ist
die vorwiegend in den kiihleren Subtropen beheimatete Spirodela punctata
deutlich gefrierresistenter. Zwischen der Herkunft der Stimme und ihrer Ge-
frierresistenz besteht ebenfalls kein Zusammenhang, wenn auch bei einigen
Arten Stimme aus besonders kiihlen Gebieten eine {iberdurchschnittlich hohe
Uberlebensrate aufweisen. So ist beispielsweise bei Lemna turionifera der
Stamm aus Alaska bedeutend gefrierresistenter als jener aus Texas und bei
Lemna trisulca gilt dasselbe fiir die beiden getesteten Stimme aus Nieder-
sachsen und dem Staate Washington im Vergleich zu jenem aus Uganda. An-
derseits besteht bei Lemna minor kein Unterschied zwischen dem Stamm aus
der Tschechoslowakei und jenem aus Uganda. Besonders viele Staimme wur-
den von Lemna valdiviana getestet. Von den iiberdurchschnittlich gefrierresi-
stenten Stimmen kommt ein Grossteil aus sehr warmen Gebieten (Brasilien,
Trinidad, subtropisches Argentinien). Der Stamm 7803 aus Illinois hingegen
ist deutlich weniger gefrierresistent.

Vielmehr konnte ein Zusammenhang zwischen Gefrierresistenz und dem Ver-
wandtschaftsgrad bestehen. Aufgrund des unterschiedlichen Verhaltens der
einzelnen Stimme ist allerdings eine Aussage sehr schwierig. Nahverwandte
Arten reagieren aber oft dhnlich auf tiefste Temperaturen. So ist die durch-
schnittliche Uberlebensrate von Arten der Sektion Lemna, zu der Lemna
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gibba, Lemna disperma, Lemna minor, Lemna japonica, Lemna obscura,
Lemna ecuadoriensis und Lemna turionifera gezihlt werden, verhdltnismas-
sig hoch. Einzig Lemna ecuadoriensis fillt etwas aus dem Rahmen, doch
konnte von dieser Art, welche sich von Lemna obscura kaum unterscheidet,
lediglich ein Stamm getestet werden. Von den restlichen Lemna-Arten zeigt
Lemna trisulca noch die hochste Gefrierresistenz. Sie ist die einzige Vertre-
terin der Sektion Hydrophylla, die der Sektion Lemna am nichsten steht.
Das Gleiche gilt fiir die Gattung Spirodela. Hier zeigen die beiden zur Sek-
tion Spirodela gehodrenden Arten Spirodela intermedia und Spirodela poly-
rrhiza eine sehr geringe Gefrierresistenz, wihrend dem die durchschnittliche
Uberlebensrate von Spirodela punctata (Sektion Oligorrhizae) deutlich hé-
her ist.

4.4. METHODISCHE ANDERUNGEN, DIE DIE UBERLEBENS-
RATE VERSCHIEDENER ARTEN ERHOHEN KONNTEN

Lemna minor iiberlebt Einfrierversuche sehr gut, so dass bei ihr methodische
Verfeinerungen prinzipiell iiberfliissig sind. Die Art wire aber als Testobjekt
zur Erprobung von Verbesserungsvorschldgen recht interessant, doch scheint
sie sich dafiir aus den folgenden Uberlegungen nicht zu eignen. DEREUDDRE et
al. (1988) zeigten, dass apikale Vegetationsspitzen von Dianthus caryophyl-
lus bedeutend gefrierresistenter sind als axilldre Vegetationsspitzen, was mit
dem unterschiedlichen physiologischen Zustand der beiden Knospentypen zu-
sammenhidngen diirfte. Sollte diese Feststellung auf Lemnaceae iibertragbar
sein, kann das Auswachsen von einem intakten Tochterglied pro aufgetautes
Mutterglied, wie dies bei Lemna minor im Durchschnitt der Fall ist, als sehr
gut bezeichnet werden. Eine Erhthung der Gefrierresistenz miisste somit bei
dieser Art vor allem auf die nachfolgend auswachsenden Knospen ausgerich-
tet sein, wahrend bei den (ibrigen Arten in erster Linie der Gefrierschutz pri-
mirer Knospen verbessert werden sollte. Trotzdem diirfte es von allgemeinem
Interesse sein zu erfahren, ob bei Lemna minor durch die Vorkultivierung auf
einem mit Benzyl-Adenin versehenen Ndhrmedium eine klare Steigerung der
Uberlebensrate erreichbar wire, da durch dieses Hormon die durch das gross-
te Tochterglied verursachte Entwicklungsinhibition der jiingeren Knospen
aufgehoben wird (GUERN 1965).

Bei verhiltnismissig osmotoleranten Arten, die durch die Kryokonservierung
mit 50% Glyzerin eine deutliche Einbusse ihrer Uberlebensrate erleiden, diirf-
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te eine Erhohung der Gefrierschutzmittelkonzentration auf 60%, wie dies bei-
spielsweise mit Lemna ecuadoriensis bereits erfolgreich getestet wurde, am
vielversprechendsten sein, wobei fiir jede Art die optimale Einwirkungszeit
einzeln eruiert werden muss. Auf die beziiglich Gefrierschutzwirkung eben-
biirtige Freonmethode sollte indes fiir eine Routinekryokonservierung ver-
zichtet werden, um eine unnétige Umweltbelastung durch fluorierte Kohlen-
wasserstoffe zu vermeiden. Zudem miissten die auf diese Weise tiefgefrore-
nen Proben anschliessend in sterile Kryorohrchen abgefiillt werden, da sonst
wihrend lingerer Lagerung in fliissigem Stickstoff Kontaminationen auftre-
ten konnten (DIETTRICH et al. 1987). Nach Ansicht dieser Autoren ist das
Uberfiihren der eingefrorenen Pflanzen in sterile Gefisse sehr problematisch,
weil die Pflanzen dabei leicht einer zu starken Erwidrmung ausgesetzt sind.
Fiir gewisse Arten kann vielleicht das Kristallwachstum in der 50% Glyzerin-
losung bereits durch die Verwendung kleinerer Probevolumina geniigend ge-
hemmt werden, wie dies MEYER et al. (1985) vorschlagen. Rasches Auftauen
im Mikrowellenofen konnte ebenfalls erfolgversprechend sein, da geniigend
rasch eingefrorene und daher vitrifizierte Proben beim Auftauen einen gleich-
maissigen Wiarmefluss gestatten (MERYMAN und WiLLIAMS 1985).

Der Versuch einen Teil des Glyzerins durch DMSO zu ersetzen, um damit
den durch die Gefrierschutzmittelzugabe verursachten Osmoschock zu redu-
zieren, zeigt bei Lemna valdiviana keine positive Wirkung. Durch die Ver-
wendung von PVP konnte die Osmolalitdt weit mehr gesenkt werden und in
Glyzerin-PVP-Losungen soll das Kristallwachstum ebenfalls stark gehemmt
sein (Douzou 1986). Sofern den Zellen wihrend der Einwirkungszeit trotz der
geringeren osmotischen Aktivitit geniigend Wasser entzogen wird und keine
Notwendigkeit besteht, dass betrichtliche Glyzerinmengen in die Zellen ein-
dringen miissen, konnte ein PVP-Glyzeringemisch durchaus erfolgverspre-
chend sein.

Obwohl die Verhinderung der extrazelluldren Kristallisation fiir das Uberle-
ben der Lemnaceae eine wichtige Voraussetzung ist, zeigen die Freonversu-
che mit Spirodela polyrrhiza, dass die Verfeinerung des eigentlichen Gefrier-
und Auftauvorgangs nicht unbedingt ausreicht, um eine Lebendkonservierung
bei tiefsten Temperaturen zu garantieren. Vielmehr miissen fiir einige Arten
auch die Kulturbedingungen vor und nach der eigentlichen Kryokonservie-
rung gedandert werden. Die Abhidrtung von Pflanzen durch Haltung bei Tem-
peraturen knapp iiber dem Gefrierpunkt ist eine weitverbreitete und oft er-
folgreiche Methode (siehe Kap. 1.3), scheint jedoch fiir Lemnaceae aus den
folgenden Uberlegungen kaum geeignet zu sein:
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- Viele Arten haben ihr Hauptverbreitungsgebiet in warmen Gebieten und
diirften bereits durch die iiber langere Zeit dauernde Einwirkung solcher
Temperaturen abgetétet werden.

- Die Uberlebensstrategie, um kalte Jahreszeiten zu iiberstehen, geht bei
Lemnaceae nicht in Richtung einer erhohten Frostresistenz, sondern die
Pflanzen entwickelten vielmehr Fihigkeiten, um in irgend einer Form auf
dem frostfreien Gewissergrund liberdauern zu konnen. So dient der Einbau
von Stirke, wie dies insbesondere auch fiir Turionen typisch ist, vor allem
der Erhohung des spezifischen Gewichts und als Nahrungsvorrat fiir die im
Friihling frisch austreibenden Glieder. Ein Gefrierschutzeffekt wird hinge-
gen dadurch nicht erreicht (HEBER 1968). Auch eigene Einfrierexperimente
mit Turionen lieferten keine positiven Resultate.

- Eine Verbesserung der Gefrierresistenz durch die Erhohung des Proteinge-
halts, wie dies vermutlich durch die Kultivierung auf Hillman-Agar eintritt,
erscheint nur plausibel, wenn sich darunter gefrierschutzspezifische Protei-
ne befinden, die somit von verschiedenen Arten auch ohne Kilteinduktion
synthetisiert wiirden.

Eine weiter Steigerung des Proteingehalts konnte sich aber durchaus positiv

auswirken, wie dies beispielsweise durch die Zugabe von Indolessigsédure ins

Anzuchtmedium zu erwarten wire (MACIEJEWSKA-POTAPZYK et al. 1976). HE-

BER (1970) und HiNncHA et al. (1988) konnten zeigen, dass die Gefrierresistenz

von Chloroplasten nicht abgehirteter Pflanzen zunimmt, wenn sie im Zellsaft

von abgehirteten Pflanzen gekiihlt werden, wobei die mutmasslichen Gefrier-
schutzstoffe nicht artspezifisch zu reagieren scheinen (HEBer 1970). Es konn-
te sich daher womoglich lohnen, den Zellsaft von Lemna minor dem An-
zuchtmedium oder zumindest der Gefrierschutzlosung anderer Arten beizumi-
schen. Unbeantwortet bleibt allerdings die Frage, ob die essentiellen Substan-
zen die Moglichkeit hitten, ins Zellinnere zu gelangen. Eventuell besteht aber

auch eine dusserliche Gefrierschutzwirkung, wie dies schon Maximow (1912)

erkannte. Die Vorkultivierung auf zucker-, aminosdure- oder proteinhaltigen

Zuchtmedien konnte die Gefrierresistenz ebenfalls erhdhen, und PriBor

(1974) macht auf die Dringlichkeit vermehrter Untersuchungen iiber den

Membranaufbau der aufzubewahrenden Zellen aufmerksam, damit solche

Supplemente gezielt eingesetzt werden konnten.

Nach KarTHaA (1981) sind grossere Meristeme deutlich gefrierresistenter als

kleine, die viel ofters zu kallusformigem Wachstum neigen. Diese Fest-

stellung kénnte auch fiir Lemnaceae zutreffen, da spit auswachsende Lemna
minor-Knospen hiufiger missgebildet waren. Durch eine Hormonzugabe
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konnte vielleicht ein Teil dieser Knospen gerettet werden. Uber die Problema-
tik der richtigen Hormonwahl wurde schon in Kap. 3.3.2 berichtet. Grossere
Knospen hingegen weisen moglicherweise bereits vakuolisierte Zellen auf, so
dass eine Verkleinerung dieser Organelle von Vorteil sein konnte. MORRIS
und CLARKE (1978) machten bei verschiedenen Algenarten die Erfahrung,
dass dies durch nitratarme Erndhrung der Fall ist. Da, wie bereits friiher er-
wihnt, ein hoher zelleigener Proteingehalt fiir die Lemnaceae-Kryokonser-
vierung wichtig sein diirfte, kann diese Methode hier kaum zum Ziel fiihren.
Hingegen sollte die Vorkultivierung mit Mannitol oder Sorbitol ins Auge ge-
fasst werden, wodurch eine Vesikulation und Volumenreduktion der Vakuo-
len herbeigefiihrt werden kann (siehe Kap. 4.1). WITHERS (1978) konnte an-
hand von sich synchron teilenden Acer pseudoplatanus-Zellen zeigen, dass
sich die iiberlebenden Exemplare vor allem in der G1-Phase des Zellteilungs-
zyklus befanden. Sie postulierte daher, dass sich langsam vermehrende Kultu-
ren, deren Zellen sich ldnger in der G1-Phase aufthalten, fiir die Kryokonser-
vierung besonders geeignet sind. Sollte Mannitol die Vermehrungsrate von
Lemnaceae verlangsamen, wie dies PRITCHARD et al. (1986a) bei Acer pseu-
doplatanus- und Glycine max-Zellkulturen feststellten, konnte durch die
Kultivierung auf mannitolhaltigem Nihrmedium auch dadurch die Uberle-
bensrate erhoht werden. Ob von Natur aus langsam wachsende Arten und
Stimme gefrierresistenter sind, wurde nicht untersucht.

Kurivama et al. (1989) machten die Beobachtung, dass die Regenerationsfi-
higkeit von Oryza sativa-Zellen durch Ammonium erheblich vermindert
wird, jedoch nicht durch Nitrat. Die zur Weiterzucht verwendete Hutner-Lo-
sung enthdlt zwar nur wenig Ammonium, ein Verzicht auf dieses Nahrion wi-
re trotzdem ratsam. Es dridngt sich daher der Gebrauch der ammoniumfreien
Hillman-Losung auf, die ohnehin eine fiir Lemnaceae ausgeglichenere Nihr-
stoffzusammensetzung aufweist (LANDOLT, pers. Mitteilung).

Spirodela polyrrhiza-Turionen konnten bisher nicht lebend tiefgefroren wer-
den, was zumindest teilweise damit erkldrbar ist, dass sie eine Entwésserung
durch Glyzerin schlecht ertragen. Durch die angewandte Lufttrocknung im
Kiihlschrank konnten die Zellen ebenfalls abgetotet werden, bevor sie genii-
gend dehydriert sind. Da Turionen angeblich in ausgetrockneten Gewissern
tiberdauern konnen, sofern sie mit Schlamm vollig zugedeckt sind, diirften sie
bei schonender Entwisserung recht trockenresistent sein. DEREUDDRE et al.
(1990b, 1991a,b) entwickelten eine Methode, wodurch sie schwer dehy-
drierbare Gewebe dank einem Alginatiiberzug erfolgreich mit einem Luft-
strom trocknen und einfrieren konnten.
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4.5. EIGNUNG DER KRYOKONSERVIERUNG FUR LEMNACEAE

Am Geobotanischen Institut wurden bereits mit verschiedenen Arten und
Staimmen umfangreiche morphologische, Okologische und physiologische
Untersuchungen durchgefiihrt. Dies erlaubt fiir zukiinftige Forschungsprojek-
te eine gezielte Auswahl geeigneter Klone. Es ist daher von grosster Wichtig-
keit, dass durch die Kryokonservierung keine Selektion stattfindet und somit
die spezifischen Eigenschaften jedes Stammes vollumfinglich erhalten blei-
ben. Bisherige Untersuchungen, die meist mit mutierten Zellinien durchge-
fiihrt wurden, lassen vermuten, dass durch die Fliissig-Stickstofflagerung we-
der morphologische, genetische noch physiologische Verdanderungen zu be-
fiirchten sind (DIETTRICH et al. 1982, 1985, RoTH 1983, VoLkovA et al. 1983,
WEBER et al. 1983, ZHENG et al. 1983, CHEN et al. 1984b, STrRAUSS et al. 1985,
SipyakiNa et al. 1986, ReUFF et al. 1988). Eine Selektion gefrierresistenter
Zellen durch wiederholtes Einfrieren der gleichen Kultur kann ebenfalls aus-
geschlossen werden (WITHERS 1980). Die Meristemkryokonservierung eignet
sich fiir Lemnaceae besonders gut, da das Auswachsen von Knospen aus to-
ten Gliedern ein natiirlicher Vorgang ist und keine besondere Anspriiche an
die Kulturbedingungen stellt. Dank der raschen vegetativen Vermehrung rei-
chen bereits eine bis wenige liberlebende Knospen aus, um innert niitzlicher
Frist eine grosse Anzahl Pflanzen heranzuziehen. Viele Stimme der Sektion
Lemna zeigen eine recht gute Uberlebensrate und lassen sich problemlos in
fliissigem Stickstoff lagern. Bei konsequenter Verwendung von 60% Glyzerin
als Gefrierschutzmittel konnen wahrscheinlich alle Stdmme dieser Sektion so-
wie Spirodela punctata sicher kryokonserviert werden. Viele der restlichen
Lemnoideae konnten ebenfalls ohne methodische Verbesserungen auf diese
Weise aufbewahrt werden, sofern eine geniigend grosse Anzahl Glieder (etwa
1000) eingefroren wird. Eine derart grosse Stiickzahl ist vor allem auch des-
halb empfehlenswert, weil bei der Wiederholung von Einfrierexperimenten
betrichtliche Unterschiede beziiglich Uberlebensrate auftreten konnen, wie
dies HENSHAW et al. (1985b) und BENsON et al. (1989) bei Kartoffelmeriste-
men feststellten. KARTHA et al. (1980) fiihren dies auf die grosse physiologi-
sche Variation von Meristemen zuriick. Trotz der hohen benétigten Gliedzahl
sollte die Lagerung dieser Stimme keine Platzprobleme verursachen, denn fiir
eine routineméssige Stickstofflagerung konnen weitaus mehr Glieder in ein
Kryorohrchen abgeimpft werden, als dies fiir die Untersuchungen zweckmas-
sig war. Bei diesen Arten erscheint es jedoch ratsam, jeden Stamm vorerst
einzeln zu testen, ob zumindest eine geringe Gefrierresistenz vorhanden ist.
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Bisher nicht kryokonservierbar sind Spirodela polyrrhiza und wohl samtliche
Wolffioideae-Arten. Da letztere hohe Gefrierschutzmittelkonzentrationen
nicht ertragen, diirfte die in dieser Arbeit vorgeschlagene Gefriermethode
durch Vitrifikation der extrazelluldren Losung fiir diese Arten nicht anwend-
bar sein. Fiir die Vertreter dieser Unterfamilie miisste somit eine vollig an-
dersartige Technik entwickelt werden. Es bleibt abzuwarten, ob sich dafiir
beispielsweise das Zweischrittverfahren eignet, bei dem die Pflanzen erst
wihrend der Vorkiihlphase allmihlich entwissert werden.
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