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1. EINLEITUNG

1.1. PROBLEMSTELLUNG

Einseitige, auf einen erhohten Ertrag ausgerichtete Ziichtungen in der Land-
wirtschaft waren der Hauptgrund fiir die Verarmung der genetischen Vielfalt
und begiinstigten die Ausbreitung von Krankheiten (WHITHERS 1985a, KAR-
THA 1985). Es wird deshalb immer wichtiger, dass Kulturpflanzen und deren
Wildformen in ihrer ganzen genetischen Breite in sogenannten Genbanken
aufbewahrt werden konnen, um sie spiter jederzeit fiir gezielte Aufzuchtpro-
gramme einsetzen zu konnen (KARTHA 1985). In vielen Forschungsbereichen
1st die stete Verfiigbarkeit von genetisch bekanntem Material ebenfalls von
grosser Wichtigkeit (TowiLL 1981). Besondere Aufmerksamkeit sollte zudem
den bedrohten Arten geschenkt werden, die auf diese Weise fiir kiinftige Wie-
derbesiedlungsversuche aufbewahrt werden konnten (ULrRICH et al. 1984).
Viele Arten lassen sich relativ einfach als Samen lagern. Schwieriger ist hin-
gegen die Autbewahrung jener Arten, deren Samen kurzlebig sind oder die
sich hauptsichlich vegetativ vermehren. Verschiedene Autoren empfehlen al-
lerdings ohnehin, Pflanzen als meristematische Gewebe zu kultivieren, da
diese im allgemeinen pathogenfrei (LIMASSET und CorRNUET 1949, MOREL und
MARTIN 1952) und die daraus regenerierten Pflanzen genetisch identisch mit
dem Ausgangsmaterial sind (KarRTHA 1981, TowiLL 1984). Die Aufrechter-
haltung einer solchen Sammlung 1st nur mit grossem Arbeitsaufwand moglich
(KARTHA 1980, Sakar 1984) und zugleich mit hohen Kosten verbunden. Beim
Wechsel auf frische Ndhrmedien besteht ausserdem die Gefahr, Verluste
durch Unfille oder Verunreinigungen mit Mikroorganismen zu erleiden (WHI-
THERS 1984). WHITHERS (1982a) nennt grundsitzlich zwei Moglichkeiten, le-
bendes Pflanzenmaterial fir lingere Zeit zu konservieren. Das Material kann
entweder unter wachstumslimitierenden Bedingungen aufbewahrt werden,
wie dies unter anderem SAKAI und NisHIYAMA (1978) fiir Apfelbaumknospen
zeigten oder aber bei tiefen Temperaturen. Dieses zweite Lagerungsverfahren
wird Kryokonservierung genannt und hat gegeniiber der ersten Methode den
Vorteil, dass die Aufbewahrung bei geniigend tiefen Temperaturen, wie bei-
spielsweise in fliissigem Stickstoff zeitlich praktisch unbegrenzt ist (MAZUR
1976). Da in diesem Fall weder biologische noch physikalische Vorgéinge ab-
laufen, ist die genetische Stabilitidt gewihrleistet (GrouT et al. 1978, DEREUD-
DRE et al. 1988), allfillige Kontaminationen werden verhindert (DEREUDDRE et
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al. 1990a), und jegliches Kristallwachstum ist unterbunden (BouTroN et al.

1982). Das Geobotanische Institut der ETH Ziirich arbeitet seit tiber 20 Jahren

experimentell physiologisch und 6kologisch mit Lemnaceae. Diese Pflanzen

eignen sich dank ihrer geringen Grosse und einer raschen vegetativen Ver-
mehrung, die eine genetische Diversitidt weitgehend verhindert (URBANSKA-

WorYTKIEWICZ 1980), sehr gut fiir Untersuchungen unter Laborbedingungen.

Obwohl sie einige interessante Eigenschaften besitzen, die eine Verwendung

in verschiedenen Bereichen als niitzlich erscheinen lassen, ist ihre wirtschaft-

liche Bedeutung bis heute gering geblieben. Ihr Aminosiure- und Proteinge-
halt sind vergleichsweise hoch (AMADO et al. 1980), so dass sie als Eiweiss-
quelle fiir die menschliche und tierische Eméhrung gut geeignet wéren (HiLL-

MAN und CuLLEy 1978). Dank der Toleranz gegeniiber hohen Nitrat- und

Phosphatkonzentrationen sowie der Fihigkeit, Schwermetalle (STEPHENSON et

al. 1980), PCB (TrIDECH et al.1981), Herbizide (LocKHART et al. 1983) und

andere giftige Substanzen zu akkumulieren, konnen sie zur Abwasserreini-
gung verwendet werden. Auch als Indikatoren fiir leichtverschmutzte Gewis-
ser eignen sie sich bestens (PotT 1981). Die Resultate der am Institut geleiste-
ten Forschungsarbeiten iiber Lemnaceae sind zusammenfassend in den von

LAaNDOLT (1986) sowie LANDOLT und KANDELER (1987) erschienenen Mono-

graphien zu finden. Da diese beiden Werke einen umfassenden Uberblick

iiber die Familie vermitteln, werden sie in dieser Arbeit nur noch in speziellen

Fillen zitiert. Die von verschiedenen Instituten regelmissig in Anspruch ge-

nommene Lemnaceae-Sammlung umfasst zur Zeit etwa 1200 Stimme aus

der ganzen Welt. Der Unterhalt der Sammlung ist sehr arbeitsintensiv, da die

Pflanzen alle drei Monate auf frische Agarmedien iibertragen werden miissen.

Die vorliegende Arbeit gewihrt einen detaillierten Einblick, inwieweit und

unter welchen Voraussetzungen es moglich ist, verschiedene Arten unter

Fliissig-Stickstoffbedingungen aufzubewahren. Um eine geeignete Kryokon-

servierungsmethode entwickeln zu konnen, mussten die folgenden Grundla-

gen erarbeitet werden:

- Da im allgemeinen nur besonders gefrierresistente Pflanzenteile lebend
eingefroren werden konnen (siehe Kapitel 1.5), musste {iberpriift werden,
welche Gewebetypen oder Organe fiir die Kryokonservierung in Frage
kommen.

- Untersuchungen iiber den Einfluss verschiedener biotischer und abiotischer
Faktoren wie Kulturbedingungen, physiologischer Zustand der Pflanzen,
Wirkungsweise der Gefrierschutzmittel sowie verschiedene Kiihl- und
Auftautechniken auf die Gefrierresistenz.



- Morphologische Beobachtungen an iiberlebenden Pflanzen, um anhand
von ungewohnlichen Bildungen oder abnormem Wachstum eine Aussage
iber Art und Schwere von Gefrierschiden machen zu konnen.

- Untersuchungen iiber die Wirkungsweise von Gefrierschutzmitteln sowie
Beobachtungen iiber das physikalische Verhalten dieser Losungen wihrend
dem Gefrier- und Auftauvorgang.

1.2. PHYSIKALISCHES VERHALTEN WASSERIGER LOSUNGEN
BEI TIEFEN TEMPERATUREN

Die physikalischen Veridnderungen, die eine wisserige Losung wihrend dem
Abkiihlen und Erwidrmen durchliduft, konnen am besten anhand eines Phasen-
diagramms erkldrt werden. Figur 1 zeigt jenes des bindren Systems Wasser-
Glyzerin, das den am weitaus verbreitetsten Typ bei wisserigen Losungen
darstellt (REy 1960). Beim langsamen Abkiihlen von Losungen niedriger bis
mittlerer Konzentration entstehen unterhalb der Schmelztemperatur Eiskri-
stalle, deren normalerweise hexagonale Form durch die Struktur der Wasser-
molekiile geprigt ist. Der Enstehungsvorgang ist in FRankS (1986) beschrie-
ben und wird hier kurz wiedergegeben. Die Voraussetzung fiir jede Kristalli-
sation ist das Vorhandensein von Eiskeimen, deren Entstehung durch Dichte-
schwankungen der Losung verursacht wird. Diese Art der Eiskeimbildung
wird als heterogene Nukleation bezeichnet. Besonders hidufig kommt es zur
Ansammlung der Wassermolekiile zu sogenannten Clusters auf fremden
Oberfldachen. Fehlen geeignete Katalysatoren, unterkiihlt die Losung. Je tiefer
die Temperatur unter den Schmelzpunkt sinkt, desto kleiner ist die zur Auslo-
sung der Kristallbildung notwendige Grosse der Eiskeime, so dass die Wahr-
scheinlichkeit einer Kristallisation mit fortschreitender Unterkiihlung zu-
nimmt. Das vollige Fehlen von Eiskeimen fiihrt im Bereich der homogenen
Nukleationstemperatur zur spontanen Aggregation der Wassermolekiile. Die-
se Kristallisationsart kann jedoch nur in sehr kleinen Wassertropfen vorkom-
men, wie dies in der oberen Atmosphire der Fall sein diirfte; ein weiteres Bei-
spiel hierfiir konnten Zellen sein (MACFARLANE 1986). Da in diesem Fall die
freie Kristallisationsenergie verhiltnismissig gross ist, entstehen sehr viele
kleine Kristalle, wahrend bei einer Auskristallisation im Schmelzpunktbereich
bedeutend weniger, aber grosse Kristalle gebildet werden (MACFARLANE
1987). Durch das Gefrierschutzmittel wird die Wachstumsgeschwindigkeit
der Kristalle erheblich gebremst, da die Diffusion der Wassermolekiile aus
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der umgebenden Losung gehemmt ist (MACFARLANE 1986). Bei geniigend ho-
her Konzentration findet keine Kristallisation statt, und die Losung friert im
amorphen Zustand ein. Diese Erstarrung wird Vitrifikation genannt. Bei
Losungen geringerer Konzentration wird die entstehende Eismenge erheblich

Fig. 1.
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durch die Einfriergeschwindigkeit beeinflusst (BoutrRon 1986, BOUTRON et al.
1986, MEHL und BouTtroN 1987), die auch Grosse und Form der Kristalle
(Luyer 1960, BouTroN et al. 1986) mitbestimmt. Bei geniigend rascher Ab-
kiihlung entstehen zwar Nukleationskeime, das Kristallwachstum bleibt aber
weitgehend aus (FaHy et al. 1984). In der Kryobiologie wird auch in diesem
Fall von einer vitrifizierten Losung gesprochen (Luyer 1960, Moor 1973).
Durch die Kristallisation wird dem System Wasser entzogen, so dass die
Konzentration der Restlosung zunimmt und schliesslich im Fall von Glyzerin,
das unter normalen Umstidnden nicht auskristallisiert (LANE 1925), vitrifiziert
(partielle Vitrifikation). Die Konzentration der Restlosung hingt von der ent-
stehenden Eismenge und somit von der Kiihlgeschwindigkeit ab (VASSOILLE et
al. 1984, MacFarLANE 1987). Bei vollstindiger Auskristallisierung einer Gly-
zerinlosung betrdgt die Konzentration der Restlosung 73 Gew.% und ist damit
ein wenig hoher als jene der eutektischen Losung (LuyeTr 1970).

Beim Erwidrmen tiefgefrorener Losungen schmilzt zuerst die vitrifizierte Pha-
se, wodurch die Beweglichkeit der Molekiile abrupt zunimmt (LuYET 1970).
Doch erst in einem hoheren Temperaturbereich kommt es bei Losungen, die
wihrend dem Kiihlen nicht oder nur unvollstindig auskristallisierten, zu einer
Kristallisation respektive einem Weiterwachsen bereits vorhandener Kristalle.
Diese Devitrifikation genannte Kristallbildung soll nach Luyet (1970) in je-
der Losung stets bei gleicher Viskositit beginnen. Der Temperaturbereich, wo
deutliches Kristallwachstum nachgewiesen werden kann, ist aber nach Bou-
TRON und KAUFMANN (1978), FaHy et al. (1984) sowie MACFARLANE (1986)
auch von der Auftaugeschwindigkeit abhiingig. Bei einer vitrifizierten Losung
entstehen im allgemeinen zuerst kubische Kristalle, die in einem hg&heren
Temperaturbereich in hexagonale umgewandelt werden (DOWELL und RINFRET
1960, BoutroN und KAUFMANN 1978, BouTRON und ARNAUD 1984), wobei die
Wachstumsgeschwindigkeit stark temperaturabhiingig ist (DoweLL und RIN-
FRET 1960, BouTtrON und ARNAUD 1984, VIGIER und VASsOILLE 1987). Bei mitt-
leren Glyzerinkonzentrationen beispielsweise ist erst oberhalb -70°C ein
messbares Kristallwachstum feststellbar (LUYET 1960, MACKENzIE 1977). Das
Schmelzen der Eiskristalle beginnt in einem deutlich unterhalb der Schmelz-
punktkurve liegenden Temperaturbereich, der nach Luyer (1970) fiir Gly-
zerinlosungen von 25% bis 50% gleich sein soll. Beim Schmelzbeginn kann
eine Rekristallisation stattfinden, falls sich die Wassermolekiile von kleinen
Kristallen ablosen und sich an grosseren wieder ablagern. Beim Durchschrei-
ten des Schmelzpunkts ist alles Eis geschmolzen. Die kritische Auftaurate zur
Verhinderung jeglicher Eisbildung ist dem Betrage nach meist deutlich hoher
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als die minimale Kiihlrate (MEHL und BouTroN 1987, BouTrON 1988) und in
der Kryobiologie in vielen Fillen nicht realisierbar. BOUTRON und ARNAUD
(1984) sind der Meinung, dass aber zumindest die Entstehung hexagonaler
Kristalle bei Auftauraten ab 5000°C/Min. in jeder Losung vermieden werden
kann.

Abschliessend gilt noch zu bemerken, dass sich unter Hochdruck verschiede-
ne Eigenschaften der Fliissigkeiten dndern. So weisen diese beispielsweise ei-
ne geringere Viskositit, einen tieferen Schmelz- und homogenen Nuklea-
tionspunkt und im Gegensatz dazu eine hthere Glasschmelz- und Devitrifika-
tionstemperatur auf (KaNNo et al. 1975, Fany et al. 1984, MACFARLANE 1987).
Durch erhohten Druck kann somit die minimale Konzentration einer Losung,
die eine Vitrifikation erlaubt, gesenkt werden, und unter sehr hohem Druck
diirfte die Devitrifikation bei jeder Fliissigkeit weitgehend verschwinden
(MAcCFARLANE 1987).

1.3. ZELLSCHADIGUNG BEI TIEFEN TEMPERATUREN UND
NATURLICHE FROSTRESISTENZ

Verletzungen der Zellen durch Kilteeinwirkung beruhen sowohl auf Gefrier-
schidden durch Kristallbildung, Wasserentzug und damit verbundenen Kon-
zentrationseffekten wie auch auf Kilteschiden. Niedrige Temperaturen fiih-
ren nidmlich zur Anderung der Ionenaktivitit, Eriedrigung der Diffusionsge-
schwindigkeit und zum Zusammenbruch des Energiegleichgewichts, wodurch
die Funktion makromolekularer Komplexe wie Enzyme und Membranen be-
eintrichtigt wird (FrRanks 1986). Je nach Pflanzenart, Zustand und Gefrierbe-
dingungen verlduft die Schiddigung unterschiedlich ab, so dass kaum ein ein-
ziger Mechanismus fiir den Zelltod verantwortlich gemacht werden kann
(LARCHER und HACKEL 1985).

Uberwinternde Pflanzen besitzen eine natiirliche Frostresistenz (ULMER 1937,
SakAl 1973, Wu et al. 1981), die durch niedrige Temperaturen oder kurze Ta-
geslangen induziert wird (Saka1 1973). Osmostress kann die Gefrierresistenz
ebenfalls erhohen (PrITCHARD et al. 1986a,b,c). Kilteadaption fiihrt oft zu ei-
nem erhohten Gehalt von verschiedenen Zuckern (SAkAI und YosHIDA 1968),
Prolin (LAaLK und DORrFrFLING 1985, Franks 1986, KusHAD und YELENOSKY
1987), Polyaminen (KusHAD und YELENOsKY 1987), Proteinen und Phospholi-
piden (SiMiNovITCH et al. 1968) sowie zur Synthese spezifischer Proteine (HE-
BER 1970, Guy und HASKELL 1987).
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In der Natur entsteht zuerst immer extrazelluldres Eis, das sich auf Pflanzeno-
berflichen und Interzellularraumen bildet. Das dadurch entstandene Potential-
gefille kann entweder durch einen Wasserentzug der Zellen oder intrazelluli-
re Kristallisation ausgeglichen werden (Mazur 1969). Da allgemein ange-
nommen wird, dass Membranen als Eisinduktionsbarrieren funktionieren
(STepoNKUS 1985), diirften Zellen mit intakter Plasmamembran stets einer
starken Dehydration unterliegen. Dies fiihrt zur Akkumulation der gelosten
Zellinhaltsstoffe, wodurch viele chemische Reaktionen, trotz niedriger Tem-
peratur, beschleunigt ablaufen diirften (FRANKS 1986), und die erhohte Elek-
trolytenkonzentration kann zu Strukturschdden bei Makromolekiilen fiihren
(LARCHER und HACKEL 19835). Des weitern konnen Proteine bei Wassermangel
S-S-Bindungen eingehen und dadurch irreversibel aggregieren (LEvITT 1964).
Phospholipide und Proteine sind sehr kélteempfindlich und diirften daher oft
auch ohne Wassermangel inaktiviert oder irreversibel denaturiert werden
(FrRANKS 1986). Da Membranen durch die erwidhnten Faktoren besonders be-
troffen sind, sehen viele Kryobiologen einen direkten Zusammenhang zwi-
schen Membraneigenschaften und Gefrierschiden (HeBer 1970, SINGH und
MILLER 1985, Franks 1986). Besonders verletzlich diirfte die Plasmamem-
bran sein, da sie im Vergleich mit anderen endoplasmatischen Membranen re-
lativ starr (YosHIDA 1984) und zudem direkt am Dehydrationsgeschehen be-
teiligt ist. So beobachteten Steponkus et al. (1983), dass sich kontrahierte
Plasmamembranen beim Erwidrmen der Zellen nicht mehr ausdehnen konn-
ten. LEVITT und DEAR (1970) machen dafiir eine Aggregation benachbarter
Membranproteine durch die bereits angesprochenen Bindungsreaktion von
SH-Gruppen verantwortlich, wodurch "Membranlocher” entstehen. Der glei-
che Effekt konnte auch die Ursache fiir die von SINGH und MILLER (1985) be-
obachtete Membranfusion zu Multibilayern sein, obwohl nach LARCHER und
HACKeL (1985) fiir diese Schiddigung eher zu hohe Ionenkonzentrationen in
Frage kommen. FuiikawA und Miura (1986) konnten zeigen, dass Plasma-
membranaggregation auch ohne Wasserentzug moglich ist, und sie sind der
Meinung, dass dies durch die direkte Druckeinwirkung des Eises geschehen
kann. Eine weitere Verletzungsart ist in STEPONKUS et al. (1983) aufgefiihrt,
wonach eine starke Kompression zum Verlust von Membranpartikeln fiihrt
und danach die Membran beim Auftauen durch die Deplasmolyseeinwirkung
an den Lisionsstellen zerreisst.

Da Dehydrationseffekte somit beim Einfrieren eine zentrale Rolle spielen, ist
es nicht verwunderlich, dass Gefrierresistenz in vielen Fillen mit Osmore-
sistenz gleichgesetzt werden kann (TYLER und STUSHNOFF 1984, MERYMAN
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und WiLLiams 1985, DeErReUDDRE et al. 1990b). Abgehirtete Membranen sind
stark komprimierbar (FRaNKS 1986), zeigen eine bedeutend stdrkere Invagina-
tionsfihigkeit (SINGH und MILLER 1985) und bleiben wihrend dem Abkiihlen
viel ldanger fluid (LEvITT und DEar 1970, SLocum et al. 1984). An der Mem-
branstabilisierung sollen verschiedene Zucker und Proteine (Sakal und YOsHI-
DA 1968), aber auch Polyamine (SLocum et al. 1984, SONGSTAD et al. 1990)
beteiligt sein. Die Fluiditidt hidngt nach ALBERTS et al. (1983) vom Aufbau der
Lipidkdpfchen und deren Fettsdureschwinze ab. Ein vollumfinglicher Schutz
der Plasmamembran kann nach LEvITT und DeAR (1970) nur durch den Ein-
bau spezifischer Proteine gewihrleistet werden, da membranbindende Sub-
stanzen lediglich die Innenseite zu schiitzen vermoégen. Eine besondere Eigen-
schaft entdeckten MErRYMAN und WiLLIAMS (1985) bei Weizenzellen, die fahig
sind, Phospholipide zu lagern und bei gegebener Deplasmolyse wieder in die
Membran einzubauen. Ein Uberleben ist nur moglich, wenn eine geniigend
grosse Restwassermenge in der Zelle bleibt (WEISER 1970, CHEN et al. 1984a,
STEPONKUS 1985). Nach MERYMAN und WIiLLiaAMS (1985) kann dies durch die
Akkumulation osmotisch aktiver Stoffe, die Inaktivierung von Wasser oder
moglicherweise eine geringere Wasserdurchldssigkeit der Plasmamembran er-
reicht werden. Fiir die Wasserinaktivierung sind vor allem hydrophile Makro-
molekiile geeignet (HEBER 1970, LARCHER und HACKEL 1985). VINCENT et al.
(1988) schliessen nicht aus, dass ein letaler Wasseraustritt durch die Bildung
von Polymemetzstrukturen verhindert werden kann, obwohl bisherige Unter-
suchungen diese Vermutung nicht zu bestdtigen vermochten. Experimente mit
synthetischen Gelen zeigten ndmlich, dass diese bei niedrigen Temperaturen
instabil sind (Douzou 1986), doch weist der Autor darauf hin, dass Biopoly-
mere einen andersartigen Strukturaufbau aufweisen. ASHWORTH und ABELES
(1984) sehen die Verminderung der Dehydration darin, dass gefrierresistente
Zellen eine kompakte, lediglich Mikroporen enthaltende Zellwand aufweisen
konnten, wodurch die Inokulation des sich in Zellwandhohlrdumen befinden-
den Wassers bis weit unter den Gefrierpunkt verhindert werden kann. Einen
dhnlichen Effekt haben Kutinschichten, die ebenfalls als Inokulationsbarrie-
ren wirken (LARCHER und HACKEL 1985). Weitere Schutzmechanismen gegen
Dehydrationseffekte diirften darauf hinzielen, eine iiberméssige Akkumula-
tion geloster Stoffe durch Abschirmung oder reversible Denaturierung zu ver-
hindern. Sakai (1973) vermutet zudem, dass nordische Holzpflanzen eine
spezielle Oberfliche aufweisen, die eine Unterkiihlung von extrazellularem
Wasser unterbindet, damit die Plasmamembran nicht durch eine plétzlich auf-
tretende, heftige Dehydration iiberbelastet wird. Intrazelluldre Eisbildung
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wird meist in einem Temperaturbereich zwischen -10 und -20°C beobachtet
(STEPONKUS 1985), wodurch die Plasmastrukturen weitgehend zerstort wer-
den. Sie kann in den wenigsten Fillen lediglich durch eine Schmelzpunkter-
niedrigung verhindert werden, da die dafiir notwendige Konzentration gels-
ster Stoffe zu einer zu hohen Viskositit des Zellsafts fithren wiirde. Die mei-
sten Lebewesen sind deshalb fahig, mittels nukleationshemmender Substan-
zen zu unterkiihlen (FrRANKS 1986). Als besonders wirksam gelten Peptide der
verschiedensten Grossen (FrRANKS 1986). Dieser Gefrierschutzmechanismus
ist sehr wirksam (MERYMAN und WiLLiAMS 1985), so dass allgemein ange-
nommen wird, dass meist nicht zelleigene Nukleationskerne, sondern haupt-
sachlich extrazelluldres Eis fiir die intrazelluldre Kristallisation verantwortlich
ist (STEPONKUS 1985). Bereits AsAHINA (1962) postulierte, dass intrazellulire
Eisbildung meist die Folge einer Membranschidigung ist und daher nicht pri-
mir den Zelltod verursacht. Die meisten Pflanzen diirften kalte Jahreszeiten
dank effizienter Unterkiihlung {iberdauern (MERYMAN und WiLLIAMS 1985);
HirsH et al. (1985) konnten gar nachweisen, dass der Zellsaft von Populus
balsamifera-Zweigen wihrend langsamem Kiihlen vitrifiziert, wobei Prolin
und verschiedene Zucker eine wichtige Rolle spielen (HrRsH 1987).

1.4. DIE KRYOKONSERVIERUNG

Das Uberleben von tiefgekiihltem Material héingt nicht nur von der Einfrier-
und Auftauprozedur ab; auch die Zuchtbedingungen vor und nach der Fliis-
sig-Stickstofflagerung sind von grosser Wichtigkeit. Die Art der Vorkultivie-
rung zielt in erster Linie darauf ab, die natiirliche Frostresistenz zu induzieren
(SAkAI und SUGAWARA 1973, HirsH et al. 1985, Kuo und LINEBERGER 1985,
DieTTRICH et al. 1987). Dies geschieht vor allem durch die Haltung bei niedri-
gen Temperaturen (SAKAI und SUGAWARA 1973, Kuo und LINEBERGER 1985,
REED 1988, TorvoNEN und KARTHA 1989, DEREUDDRE et. al. 1990a) oder durch
die Zugabe osmotisch aktiver Substanzen wie beispielsweise Mannitol oder
Sorbitol (DIETTRICH et al. 1982, CHEN et al. 1984a, PRITCHARD et al. 1986c,
DELVALLEE et al. 1989) ins Nahrmedium, wodurch zugleich auch der Wasser-
gehalt der Zellen reduziert wird (WEBER et al. 1983, DELVALLEE et al. 1989).
Da diese Akklimatisierung durch Hormone gesteuert sein diirfte (BARNES und
WiLson 1986), kann die Vorkultivierung mit dem richtigen Hormonzusatz
ebenfalls erfolgreich sein (CHEN et al. 1985, BARNES und WILSON 1986, OrRr et
al. 1986). Des weitern ist eine Erhohung der Frostresistenz durch die Kulti-
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vierung auf Ndhrmedien moglich, die bekannte Gefrierschutzstoffe wie Sac-
charose oder Prolin enthalten (WITHERS und KING 1979, BERTRAND-DEBRUNAIS
et al. 1988, DErREUDDRE et al. 1990b). Im allgemeinen gelingt die Lebendkon-
servierung bei tiefen Temperaturen nur mit Hilfe eines Gefrierschutzmittels.
Noch heute sind in vielen Fillen die komplexen Mechanismen dieser Gefrier-
substanzen unklar; mogliche Wirkungsweisen sind in FINKLE et al. (1985) zu-
sammengefasst. Bekannt ist hingegen, dass viele Gefrierschutzmittel erst nach
einer bestimmten Einwirkungszeit einen vollumfinglichen Schutz bieten und
daher haufig eine halbe bis mehrere Stunden vor dem Einfrieren dazugegeben
werden miissen (WITHERS und KING 1980, GRIMSLEY und WITHERS 1983, FIN-
KLE et al. 1985). Die Vielfalt moglicher Schutzfunktionen diirfte auch der
Grund sein, weshalb sich aus mehreren Komponenten bestehende Gefrier-
schutzlosungen besonders oft bewédhrt haben (Tao und L1 1986). Dabei kann
eine synergistische Wirkung auftreten (MEYER 1983, FINKLE et al. 1985), die
in einigen Fillen auf der Verminderung der Toxizitdt der einen Substanz
durch eine zweite beruht (FINKLE und ULRICH 1979, KARTHA et al. 1988). Am
weitaus hadufigsten wurde in der Pflanzenkryobiologie Dimethylsulfoxid
(DMSOQ) verwendet (Tsuro 1973, Grourt et al. 1978, Saks 1978, KARTHA et
al. 1980, TowiLL 1983, VoLkova et al. 1983, ZHENG et al. 1983, KEEre und
HeENsHAW 1984, ULRICH et al. 1984, ZavALA und Sussex 1986, DIETTRICH et al.
1987, Reep 1988, DEREUDDRE et al. 1990a). Ebenfalls tfters gebraucht wur-
den: Glyzerin (Tsuro 1973, Saks 1978, WiTHERS 1978, DIETTRICH et al. 1982,
1985, 1987, Kuo und LINEBERGER 1985, PRITCHARD et al. 1986c¢c, Stz 1987),
Saccharose (WITHERS und KING 1980, DieTTRICH et al. 1982, ULRICH et al.
1984, Sertz 1987, BERTRAND-DEBRUNAIS et al. 1988), Glukose (SUGAWARA et
al. 1980, GriMSLEY und WITHERS 1983, ZAvaLA und Sussex 1986, REED
1988), Prolin (WITHERS und KING 1979, MEYER 1983, PRITCHARD et al. 1986c¢)
und Polyethylenglykol (ULRICH et al. 1984, ZavAaLA und Sussex 1986, REeD
1988). Wihrend in der Natur intrazelluldre Kristallbildung in der Regel durch
Unterkiihlung vermieden werden kann, ist dies beim Abkiihlen auf -196°C
nur durch Vitrifikation des Zellsafts moglich und setzt im allgemeinen eine
starke Entwisserung der Zellen voraus. Dies ist vor dem Einfrieren durch
Lufttrocknung (BECcwaR et al. 1983, PritcHARD 1984, CHIN et al. 1988, DE-
REUDDRE et al. 1990b) oder wie bereits erwédhnt durch das Einlegen der Objek-
te in eine hypertonische Losung moglich; am hiufigsten werden jedoch die
Zellen durch das wihrend langsamem Kiihlen entstehende extrazellulidre Eis
entwissert. Um eine gleichmissige, moglichst schonende Dehydration zu
gewdhrleisten, ist es ratsam, eine Unterkiihlung der extrazelluliren Losung
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durch kiinstliche Inokulation zu verhindern (SAkar et al. 1978, TowiLL 1981,
KEeere und HENSHAW 1984, VAN DER MEER und SimMpsoN 1984, DIETTRICH et al.
1987). Langsames Einfrieren auf sehr tiefe Temperaturen gelang nur selten
(WITHERS 1978, DIETTRICH et al. 1982, 1985), da wohl die Zellen dabei meist
durch eine liberméssig auftretende Dehydration abgetotet werden. Die in der
Pflanzenkryobiologie weitaus gebriuchlichste Gefriermethode ist daher das
sogenannte Zweischrittverfahren, das unter anderem von SAkaI et al. (1978),
KARTHA et al. (1982), GrRiMSLEY und WITHERS (1983), TowrLL (1983), BER-
TRAND-DESBRUNAIS et al. (1988) und Reep (1988) erfolgreich angewandt wur-
de. Dabei werden die Proben erst langsam gekiihlt, bis der Zellinhalt genii-
gend dehydriert ist, um bei rascher Temperaturabsenkung zu vitrifizieren.
Dies ist in der Regel bei rund -40°C der Fall. Anschliessend werden die Kryo-
behilter in fliissigen Stickstoff getaucht. Rasches oder ultrarasches Einfrieren
ohne Vorkiihlung war in einigen Fillen ebenfalls erfolgreich (WiTHERS 1982b,
HENSHAW et al. 1985a, ZAvALA und Sussex 1986, DIETTRICH et al. 1987, WI-
THERS et al. 1988, BENsON et al. 1989), setzt jedoch eine geniigend hohe An-
fangskonzentration des Zellsafts voraus. Bei dieser Einfriermethode ist die
extrazelluldre Kristallisation nicht erwiinscht, kann aber oft nicht vermieden
werden, weil die dafiir benotigte Gefrierschutzmittelkonzentration fiir die
meisten biologischen Systeme todlich ist (TONER et al. 1984). Die Arbeiten
von DE Boucaubp und CAMBECEDES (1988), LaNGis et al. (1989) sowie LANGIS
und STEPONKUS (1990) diirften die ersten erfolgreichen Versuche sein, mehr-
zelliges pflanzliches Material in einer vitrifizierenden Gefrierschutzlosung zu
kryokonservieren. Wihrend dem Auftauen ist die Gefahr einer Kristallbil-
dung besonders gross (siehe Kapitel 1.2.), und deshalb werden die Objekte
praktisch ausnahmslos rasch, in einem temperierten Wasserbad erwarmt (Ba-
1AJ 1985, MERYMAN und WiLLIaAMS 1985, WITHERS 1985b). Oft werden danach
die Gefrierschutzmittel abgewaschen, wodurch die Proben erhebliche Zell-
schidden erleiden konnen. WiTHERS (1985b) empfiehlt daher, Gefrierschutzlo-
sungen nur bei absoluter Notwendigkeit zu entfernen. Den Kulturbedingun-
gen fiir die Weiterzucht wurde bis anhin nur wenig Beachtung geschenkt, ob-
wohl sie fiir die Erholungsphase der Zellen von grosser Bedeutung sein kénn-
ten (WiTHERs 1980). Untersuchungen tiber den Einfluss von Licht und beige-
fligten Hormonen wurden von Grourt et al. (1978), Basas (1979, 1984b), To-
WILL (1983), HENSHAW et al. (1985a), KARTHA et al. (1988) und WITHERS et al.
(1988) durchgefiihrt.
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1.5. STAND DER FORSCHUNG IN DER PFLANZEN-
KRYOKONSERVIERUNG

Erfolgreiche Arbeiten liegen iiber Pilze (SIDYAKINA et al. 1986, YARLETT et al.
1986, BREIEROVA et al. 1987a,b, Morris et al. 1988), Algen (Tsuro 1973,
MorriS und CLARKE 1978, Saks 1978, BEN-AMoTZ und GIiLBoA 1980, MEYER
1983, VAN DER MEER und SiMPsON 1984, MACLELLAN 1989), Moose (GRIMS-
LEY und WITHERS 1983) und vor allem iiber Bliitenpflanzen vor, wobei im all-
gemeinen lediglich einzelne Zellen, Gewebe oder Organe kryokonserviert
werden konnen. Am weitaus hdufigsten wurden bisher Samen erfolgreich tief-
gefroren, und STaANwoOD (1985) hat eine eindriickliche Liste iiber die verwen-
deten Arten zusammengestellt. Die Uberlebensrate wird dabei nur selten
durch die Kiihl- und Auftaugeschwindigkeit beeinflusst (STanwooDp 1985),
und bei gentigend geringem Wassergehalt kénnen viele Samen auch ohne Ge-
frierschutzmittel lebend tiefgefroren werden (Grout 1979, BECwARr et al.
1983, PriTCHARD 1984, DE Boucaup und CAMBECEDES 1988, eigene Untersu-
chungen mit Cichorium, Nasturtium, Papaver, Phaseolus und Raphanus).
Auf Trockenheit sensibel reagierende Samen sind hingegen schwierig zu
kryokonservieren. Basas (1985) empfiehlt in solchen Fillen aus Samen her-
ausgetrennte Embryonen zu verwenden, doch gelang damit nur selten ein
Fortschritt (Bajas 1984b, CHIN et al. 1988). Ebenfalls verhdltnismissig ein-
fach zu kryokonservieren ist Pollen, wobei auch hier der Wassergehalt als
entscheidender Uberlebensfaktor gilt (TowiLL 1985). In der genannten Arbeit
findet sich auch eine umfangreiche Literaturliste, die noch durch die Verof-
fentlichungen von GANESHAN (1986), ANDREICA et al. (1988) sowie PoLiTo
und Luza (1988) ergidnzt werden kann. Besonders viele Kryobiologen befass-
ten sich mit der Konservierung von Zellsuspensionskulturen. Mit Ausnahme
des von LaNaIs et al. (1989) entwickelten "Vitrifikationsverfahrens" sind sich
die Methoden recht dhnlich, und die Zellen werden normalerweise mit dem
Zweischrittverfahren, seltener durch langsames Abkiihlen eingefroren. WI-
THERS (1985c) beschreibt daher eine Routinemethode, die bei den meisten
Pflanzenarten anwendbar sein diirfte. Protoplasten und Kalluskulturen kénnen
prinzipiell auf die gleiche Art kryokonserviert werden (WITHERS 1985c¢), doch
arbeiteten nur wenige Forscher mit diesen Formen. Eine Zusammenstellung
der Literatur {iber die Kryokonservierung von Protoplasten, Suspensions- und
Kalluskulturen findet sich in WITHERS (1985a). Neuere Schriften dariiber lie-
gen von DIETTRICH et al. (1986), PRITCHARD et al. (1986c), HAHNE und LOERZ
(1987), Basas (1988), REUFF et al. (1988), LANGIS et al. (1989) sowie LANGIS
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und STEPONKUS (1990) vor. Im Gegensatz zu Zellkulturen muss fiir die Kryo-
konservierung von meristematischem Gewebe aus Vegetationsspitzen und
Knospen oft von Grund auf ein neues Verfahren entwickelt werden (WITHERS
1985c). Einen Uberblick, welche Arten bisher verwendet wurden, vermitteln
Sakal (1984), KARTHA (1985) und WITHERS (1985a). Weitere Arbeiten zur
Meristemkryokonservierung stammen von TowiLL (1984, 1988), TyYLER und
STusHNOFF (1984), DEREUDDRE et al. (1987, 1988, 1990a,b), DIETTRICH et al.
(1987), BrRAUN (1988), REeD (1988, 1989, 1990), WITHERS et al. (1988) und
BENsoN et al. (1989). Eine Gesamtiibersicht der moglichen Gefrierschutzme-
thoden fiir jedes einzelne Kultursystem ist in WITHERS (1982a) zu finden.
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