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ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer Kryokonservierungsmethode fiir Lemnaceae
(Wasserlinsen), damit zukiinftig ganze Sammlungen ohne grossen Zeit- und Arbeitsauf-
wand lebend aufbewahrt werden kénnen. Von den weltweit 34 bekannten Arten wurden
deren 24 in die Untersuchungen miteinbezogen. Getestet wurden im allgemeinen vegetati-
ve, aus einem oder mehreren Gliedern bestehende Pflanzen. Wenige Zusatzexperimente
wurden mit Turionen von Spirodela polyrrhiza und Samen von Lemna aequinoctialis
durchgefiihrt. Sofern nichts weiter bemerkt wird, beziehen sich die hier aufgefiihrten Be-
obachtungen immer auf ganze Pflanzen.

Bei sdmtlichen 16 Arten der Gattungen Spirodela und Lemna wurden nach dem Auftauen
lebende Exemplare festgestellt, die weiterkultiviert und vermehrt werden konnten. Bei
Spirodela polyrrhiza gelang dies allerdings nur bei einem Vorversuch, und dieses Resultat
war seither nicht mehr reproduzierbar. Die Gefrierresistenz der einzelnen Arten ist sehr un-
terschiedlich. Ahnliches gilt fiir die Stimme innerhalb einer Art. Es besteht keine Korrela-
tion zwischen der Uberlebensrate und der geographischen Herkunft der Pflanzen.

Glieder, Wurzeln und aus den Gliedtaschen herausragende Teile der Tochterglieder wer-
den bereits durch die Zugabe der benotigten Gefrierschutzmittel oder deren Entfernung ab-
getotet. Die Gliedtaschen scheinen fiir die Lemnaceae-Kryokonservierung eine sehr wich-
tige Rolle zu spielen, indem sie jene Gewebeteile, die sich in den Taschen befinden vor ei-
nem Osmoschock bewahren, vermutlich, weil nur ein allmihliches Eindringen der dazu-
gegebenen Fliissigkeit in die Taschen stattfindet. Fiir die eigentliche Kryokonservierung
stehen somit lediglich noch Knospen und junge Tochterglieder zur Verfiigung, aber die
Regeneration zu neuen Individuen erfordert bei Lemnaceae, im Gegensatz zu den meisten
anderen Bliitenpflanzen, keine speziellen Zuchtbedingungen. Die mit Lemnaceae gemach-
ten Feststellungen stimmen gut mit den Erfahrungen der Pflanzenkryobiologie iiberein, da
bisher praktisch ausschliesslich junges, teilungsfahiges Gewebe meristematischer Herkunft
erfolgreich tiefgefroren werden konnte. Die liberlebenden Knospen sind teilweise ebenfalls
geschidigt. Dies zeigt sich darin, dass nicht alle nach dem Auftauen noch lebenden Knos-
pen auswachsen. Weiter konnen kallusformige Gebilde und sukkulente Pflanzen auftreten,
die in vielen Fillen fiir eine Weiterkultivierung unbrauchbar sind. Leicht geschidigte
Exemplare neigen bei gewissen Arten zur Produktion von Anthozyanen. Ein verhiltnis-
missig spdtes Auswachsen nach dem Auftauen ldsst vermuten, dass viele Knospen eine
Regenerationsphase bendotigen.

Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Kryokonservierung der Lemnaceae ist, dass die Pflan-
zen vor dem Einfrieren durch das Gefrierschutzmittel entwissert werden und die Gefrier-
schutzlosung wihrend dem Kiihlvorgang vitrifiziert. Beim Auftauen kann teilweise eine
geringe Kristallbildung toleriert werden. Glyzerin ist das einzige der getesteten Gefrier-
schutzmittel, das in Konzentrationen um 50 Vol.% diese Anforderungen erfiillt und zumin-
dest fiir die Lemnoideae-Arten verhiltnismissig untoxisch ist. Die Kiihlrate muss aller-
dings mindestens -3°C/Min. betragen und die Proben miissen im 30°C-Wasserbad rasch
aufgetaut werden. Lemna minor, die mit Abstand gefrierresistenteste Art, kann mit 50
Vol.% Glyzerin sehr gut lebend kryokonserviert werden und eine markante Steigerung der
Uberlebensrate scheint kaum moglich zu sein. Bei simtlichen anderen Lemnoideae-Arten
empfiehlt es sich, auch wihrend dem Auftauen jegliches Kristallwachstum zu verhindern.
Dies kann entweder durch ultrarasches Einfrieren und Auftauen der sich in einem 50
Vol.% Glyzerintropfen befindenden Pflanzen erreicht werden, oder aber durch eine Erho-
hung der Glyzerinkonzentration auf 60 Vol.%, bei gleichzeitiger Verkiirzung der Dehydra-
tionsphase. Ob Glyzerin eine rein dusserliche Gefrierschutzwirkung besitzt oder ob diese
Substanz in die Zellen einzudringen vermag, konnte nicht festgestellt werden.

Fiir die Uberlebensrate der Pflanzen ist die Art der Kultivierung vor und nach der Kryo-
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konservierung ebenfalls wichtig. Besonders gut eignen sich auf Agarndhrmedien gehaltene
Pflanzen. Die Erhohung der Gefrierresistenz durch eine nitratreiche Emédhrung lidsst ver-
muten, dass viele Arten Proteine produzieren, die wahrscheinlich durch Nukleationshem-
mung des Zellsafts und/oder Membranstabilisierung Schutz vor Gefrierschiden bieten.
Nach dem Auftauen ist darauf zu achten, dass den Pflanzen Zucker (Saccharose) zur Ver-
fligung steht, der fiir die Regeneration der Knospen von Bedeutung ist. Insbesondere we-
nig gefrierresistente Arten konnen sich in einer zuckerfreien Nahrlosung nicht weiter ent-
wickeln, und die Knospen sterben mit der Zeit ab. Die Uberlebensrate wird ebenfalls durch
das Kulturalter beeinflusst. Aus jungen und sehr alten Kulturen stammende Pflanzen zei-
gen eine verminderte Gefrierresistenz.

Samen von Lemnaceae weisen einen vergleichsweise hohen Wassergehalt auf, und die
verwendeten Lemna aequinoctialis-Samen konnten nur dank vorangegangener Lufttrock-
nung erfolgreich kryokonserviert werden. Die Gefrierschutzmittelkonzentration war be-
deutend tiefer, als sie fiir ganze Pflanzen benétigt wird, und die Losung kristallisierte be-
reits wihrend dem Kiihlen aus. Bei Einfrierexperimenten mit Turionen von Spirodela po-
lyrrhiza gelangen keine positive Resultate.

Die Kryokonservierung ist als Lagermethode fiir die Unterfamilie Lemnoideae grundsitz-
lich geeignet. Die folgenden acht Arten konnen in fliissigem Stickstoff bedenkenlos aufbe-
wahrt werden: Spirodela punctata, Lemna gibba, Lemna disperma, Lemna minor, Lem-
na japonica, Lemna obscura, Lemna ecuadoriensis und Lemna turionifera. Fiir die rest-
lichen Lemnoideae- Arten, ausser Spirodela polyrrhiza, ist eine Fliissig-Stickstofflagerung
ebenfalls moglich, sofern eine geniigend grosse Stiickzahl eingefroren wird. Allerdings
sollte bei diesen Arten vorerst jeder Stamm iiberpriift werden, ob zumindest eine geringe
Gefrierresistenz vorhanden ist. Aus der erfolgreichen Kryokonservierung von Lemna mi-
nor iiber einen Zeitraum von 21 Monaten kann geschlossen werden, dass kein Vitalitits-
verlust wihrend einer Langzeitlagerung zu befiirchten ist. Die erarbeitete Kryokonservie-
rungsmethode kann bei Wolffia- und Wolffiella-Arten, die sehr sensibel auf osmotische
Anderungen reagieren, nicht angewandt werden.

SUMMARY

The aim of the present work was to develop a cryopreservation method for Lemnaceae
(duckweeds), so that whole collections can be stored without great expense of time and
work in the future. Of the 34 world-wide known species, 24 were involved in these investi-
gations. Generally vegetative plants of one to several fronds were tested. In addition a few
experiments were conducted with turions of Spirodela polyrrhiza and seed of Lemna ae-
quinoctialis. Unless stated otherwise, the present observations belong always to whole
plants.

After thawing living specimens were obtained by all 16 species of the genera Spirodela
and Lemna, which could be cultivated further on and multiplied. But with Spirodela poly-
rrhiza only one pre-experiment was successful, and since then this result was irreproduci-
ble. The freezing resistance of each species is very different. This establishment applies al-
so to clones of one species. There is no noticeable correlation of geographical origin of the
plants and survival rate.

Fronds, roots, and parts of daughter fronds, which are outside of the pouches, are killed by
the addition of the cryoprotectant or by its removal. The pouches seems to play a very im-
portant role to the Lemnaceae cryopreservation by keeping those parts of tissue, which are
inside the pouches, from osmotic shock, supposedly due to the slow penetration of the
fluid added into these pouches. Thus buds and young daughter fronds are exclusively
available for the actual cryopreservation, but regeneration to new individuals requires no
special culture conditions for Lemnaceae, in contrast to most other flowering plants. The
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