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2.  MATERIAL UND METHODEN

2.1. DIE FAMILIE DER LEMNACEAE

Lemnaceae sind kleine, frei auf der Wasseroberfliche schwimmende oder
submers wachsende Bliitenpflanzen. Sie besiedeln in der Regel stehende oder
langsam fliessende Gewdsser und werden zu den Monocotyledonae gezihlt.
Ihr Aufbau ist sehr einfach und viele Organe sind stark reduziert. Die Pflanze
besteht im wesentlichen aus einem blatt- bis kugelformigen Korper, der als
Glied bezeichnet wird. Eine Differenzierung in Blitter und Stiel ist nicht er-
kennbar. Einige Arten besitzen noch Wurzeln, deren wichtigste Funktion die
Stabilisierung der Lage der Glieder sein diirfte; die Nihrstoffaufnahme hinge-
gen erfolgt in erster Linie durch die Epidermis der Gliedunterseite. Die Glie-
der bestehen aus einer ein bis zehn Zellen dicken Parenchymschicht, die von
einer diinnen Epidermis mit Kutikula umgeben ist. Die meisten Arten besit-
zen vom parenchymatischen Gewebe umschlossene Hohlrdume (aerenchyma-
tisches Gewebe), bei der Gattung Wolffia sind jedoch lediglich interzellulédre
Luftraume vorhanden, die den Pflanzen den notwendigen Auftrieb geben. Bei
verschiedenen Spirodela- und Lemna-Arten wird das Einsinken zusitzlich
durch eine auf der Gliedoberseite vorhandene, wasserabstossende Wachs-
schicht verhindert. Die Vermehrung geschieht hauptsichlich vegetativ durch
Knospung. Die meristematischen Gewebe, aus denen die Tochterglieder aus-
wachsen, befinden sich in Taschen oder Vertiefungen am Basisteil des Mut-
terglieds (siehe Fig. 2 und 3). Die Knospen beginnen bereits in einem sehr
friihen Stadium auszudifferenzieren und bilden ihrerseits wiederum neue
Knospen (HEGELMAIER 1868), so dass jedes neu entstandene Glied bereits
Knospen fiir zwei weitere Generationen enthilt (RimoN und GALuN 1968). Bei
fast allen Arten konnten bliihende Pflanzen in freier Natur beobachtet werden.
Die okologischen Bedingungen, die zur Bliihinduktion fiihren, sind in den
meisten Fillen nur ungeniigend bekannt. Zudem kann das Bliihverhalten in-
nerhalb einer Art sehr unterschiedlich sein. Verschiedene Arten scheinen in
kiihleren Regionen ihres Verbreitungsgebiets eher selten zu bliihen. Unter La-
borbedingungen konnen die meisten Arten nur unter speziellen Zuchtvoraus-
setzungen zum Bliihen gebracht werden.

Die Familie umfasst lediglich 34 Arten, die in zwei Unterfamilien eingeteilt
werden, namlich in die Lemnoideae, bestehend aus den Gattungen Spirode-
la (drei Arten) und Lemna (13 Arten) und in die Wolffioideae, bestehend
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aus den Gattungen Wolffiella und Wolffia (je neun Arten). Hauptunterschei-
dungsmerkmal der Unterfamilien ist das Vorhandensein von Wurzeln bei den
Lemnoideae-Arten. Zudem besitzen die Vertreter der Lemnoideae zwei, je-
ne der Wolffioideae lediglich eine Gliedtasche. Die Form der Glieder ist bei
der Gattung Wolffia kugelférmig, ellipsoid, bootférmig oder zylindrisch, bei
den anderen Arten sind sie blattférmig und von rundlicher, ovaler oder band-
formiger Gestalt.

Lemnaceae sind weltweit verbreitet. Sie fehlen nur in den nordlichsten und
siidlichsten Regionen, in Trockengebieten, wo wihrend ldngerem Zeitraum
eine vollstindige Austrocknung der Gewdsser erfolgt, sowie in sehr regenrei-
chen Gebieten, in denen die Gewisser zu nihrstoffarm sind. Besonders arten-
reich sind an die Tropen grenzende Gebiete, welche im 6stlichen Kiistenbe-
reich der Kontinente liegen, gefolgt von tropischen Gebirgsregionen sowie im
westlichen Kiistenbereich liegende Gebiete temperierter ‘Klimazonen. Die

Fig. 2. Querschnitt von Lemna gibba-Gliedern (EFRAT et al. 1977) aus LANDOLT (1986).
Transverse section of Lemna gibba fronds (EFRAT et al. 1977) drawn from LANDOLT
(1986).

MG = Mutterglied — mother frond, TG = Tochterglied der ersten Generation — daughter
frond of the first generation, K = Knospe der zweiten Generation — bud of the second
generation.
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Fig. 3. Transparentes Gliedpridparat von Lemna aequinoctialis (aus LANDOLT 1986). Die
Knospen befinden sich im basalen Gliedteil, neben der Wurzelansatzstelle.

Transparent frond slide of Lemna aequinoctialis drawn from LANDOLT (1986). Buds are
located in the basal part of the frond beside the point of root origin.

grosste Artendiversitit ist in Nord- und Siidamerika zu finden. Viele Arten
kommen nur in einer bestimmten Region vor wie beispielsweise Lemna ob-
scura (stidostliches Nordamerika) und Lemna japonica (Ostasien), oder sie
sind sehr lokal anzutreffen wie Lemna ecuadoriensis (Ecuador) und Wolf-
fiella rotunda (Simbabwe). Andere Arten wie Spirodela polyrrhiza, Lemna
trisulca, Lemna turionifera oder Lemna aequinoctialis sind sehr weit ver-
breitet und konnen die verschiedensten Klimazonen und Biotope besiedeln.

Viele Arten ertragen keinen Frost und bendtigen zur Entwicklung hohe Tem-
peraturen. Thre Verbreitung ist deshalb auf warme Gebiete beschrinkt, wie
dies fiir die meisten Wolffiella- und einige Wolffia-Arten zutrifft. In gemaés-
sigten Klimabereichen tiberwiegen Vertreter der Gattung Lemna. In Gebieten
mit strengen Wintern (boreale und kontinentale Klimazonen) konnen ledig-
lich noch vier Arten (Spirodela polyrrhiza, Lemna minor, Lemna turionife-
ra und Lemna trisulca) gefunden werden. Die Glieder samtlicher Lemna-
ceae-Arten sind wenig kiltetolerant und Temperaturen unter -10°C konnen
wohl von keiner Art in der vegetativen Form fiir lingere Zeit iiberlebt
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werden. Das Absinken in tiefere Wasserschichten ist fiir die Pflanzen die ein-

zige Moglichkeit, die kalte Jahreszeit zu iiberdauern. Dies wird auf die fol-

gende Weise ermoglicht:

- Die Glieder sterben jeweils im Herbst ab und sinken auf den Gewisser-
grund, wo die Knospen iiberleben und im kommenden Friihjahr neu aus-
treiben.

- Das Absinken erfolgt, weil die Glieder ihr spezifisches Gewicht durch den
Einbau von Stidrke erhthen. Zusitzlich reduzieren gewisse Arten das
aerenchymatische Gewebe.

- Es werden Uberdauerungsorgane gebildet, die ebenfalls einen hohen Stir-
kegehalt und nur wenige Luftkammern aufweisen. Diese speziellen Glie-
der, welche Turionen genannten werden, sinken auf den Grund und treiben
dann im Friihling wieder aus.

- Gewisse Arten bilden kilteresistente Samen, die auf dem Gewissergrund
liberwintern.

2.2. VERWENDETE ARTEN UND STAMME

In die Untersuchungen wurden sdmtliche heute bekannten Spirodela- und
Lemna-Arten miteinbezogen, sowie einige Wolffiella- und Wolffia-Arten.
Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die Herkunft aller in dieser Arbeit ver-
wendeten Stimme. Mit etlichen Stimmen wurden quantitative Versuche
durchgefiihrt, andere wurden lediglich fiir qualitative Tests verwendet.

2.3. STERILISATION UND KULTIVIERUNG DER PFLANZEN

In vitro konnen Lemnaceae nur unter sterilen Bedingungen iiber lingere Zeit
am Leben erhalten werden. Sie standen bereits zu Beginn steril zur Verfi-
gung, mit Ausnahme von Lemna tenera, die erst gegen Ende der Arbeit ans
Institut gelangte. Die Sterilisation erfolgte durch Eintauchen der Pflanzen in
fiinf- bis zehnfach verdiinntes Javellewasser (Natriumhypochlorit) wahrend
zwel bis vier Minuten. Sowohl die Mutterglieder als auch viele Tochterglie-
der wurden dabei abgetotet. Am ehesten liberlebten jene Tochterglieder, die
knapp aus der Gliedtasche herausragten. Das Einlegen in Javellewasser mus-
ste mehrmals wiederholt werden.

Als Nidhrmedien wurden jene von HUTNER (1953) in zehnfacher Verdiinnung
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Tab. 1. Liste iiber Herkunft der untersuchten Staimme.

List about origin of studied clones.

7653

Art Stamm Herkunft
Spirodela intermedia 7702 Argentinien, Corrientes, Mburucuya
8818 Argentinien, Formosa
8850 Brasilien, Rio de Janeiro
Spirodela polyrrhiza 7344 Schweiz, Bonfol
7520 Guatemala, Panajachel, Lago Atitlan
8759 Tschechoslowakei, Velky Cep
8786a Nepal, Kathmandu
Spirodela punctata 7273 Australien, New Castle, Seaham
8757 Florida, Talahassee
8770 Kalifornien, Riverside County
8846 Brasilien, Rio de Janeiro
Lemna gibba 7179 Argentinien, Buenos Aires, Buenos Aires
7262 Chile, Santiago, Maipu
8428 Schweiz, Aargau, Koblenz
8760 Tschechoslowakei, Natalice
8761 Tschechoslowakei, Jorden
Lemna disperma 7268 Tasmanien, Lewisham
7767 Stidwest-Australien, King River
Lemna minor 7194 Uganda, Masaka
8765 Tschechoslowakei, Golden Canal
8785 Kalifornien, San Diego
Lemna japonica 7472 Japan, Honshu, Tokyo, Adachiku
8339 China, Kiangsu, Nanking
Lemna obscura 7143 Florida, Dade County, Miami
8227 Tennessee, Davidson County, Nashville
Lemna ecuadoriensis 8996 Ecuador, Guyas, Nihe Guayaquil
Lemna turionifera 8117 Texas, Kerr County
8783 Alaska, Chicken
Lemna trisulca 7013 Deutschland, Niedersachsen, Danneberg
7172 Washington State, Pierce County, Tacoma
7192 Uganda, Kigezi, Kabala
7745 Michigan, Iona County, Belding
Lemna perpusilla 8473 North Carolina, Johnston County
8612 New Jersey, Mercer County, Princetown
Lemna aequinoctialis 6746 Kalifornien, Merced County, Plainsburg
8224 Oklahoma, Payne County
8444 Nepal, Trisuli
Lemna tenera 9023 Australien, Northern Territory, Daly River
9024 Australien, Northern Territory, Nowrlangie Camp
Lemna valdiviana 7005 Florida, Wakulla County, Crawfordville
T227 Brasilien, Guanabara, Horto Botanico
7284 Uruguay, Montevideo, Carrasco, Airport
7288 Brasilien, Amazonas, Manaus, Rio Negro
7329 Trinidad, St. Augustin
7515 Louisiana, Iberia Par., Avery Island
7546 Kalifornien, San Luis Obispo County

Mexiko, Tabasco, Villahermosa
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Art Stamm Herkunft
Lemna valdiviana 7703 Argentinien, Corrientes, Mburucuya

7803 Illinois, Chicago, Salt Creek

7996 Brasilien, Rio Grande do Sul, Pelotas

8411 Panama, Panama City

8621 Argentinien, Corrientes, Concepcion

8658 Argentinien, Corrientes, San Luis

8662 Argentinien, Corrientes, Empedrado

8699 Japan, Honshu

8701 Japan, Honshu

8800 Kalifornien, San Diego

8821 Argentinien, Formosa

8831 Argentinien, Formosa

8836 Argentinien, Chaco

8839 Argentinien, Corrientes

8843 Argentinien, Corrientes

8845 Brasilien, Rio de Janeiro

8880 Kalifornien, San Luis Obispo County

8900 Kalifornien, San Diego
Lemna minuscula 6584 Kalifornien, Alameda County

6589 Kalifornien, San Joaquin County, Stockton

6600 Kalifornien, Mono County, Fales Hot Springs

6711 Kalifornien, San Mateo County, La Honda

6717 Guatemala, Chimaltenango, Chocoyas

6726 Kalifornien, Kern County, Onyx

7637 Washington State, Asontin County

8022 Arkansas, Clarc County, Gurdon

8065 Texas, Brazoria County, Old Ocean

8686 Chile, Valdivia

8739 Argentinien, Rio Negro

8804 Argentinien, Chaco

8810 Argentinien, Buenos Aires

8819 Argentinien, Formosa

8835 Argentinien, Chaco

8857 Kalifornien, San Luis Obispo County

8860 Kalifornien, San Diego

8879 Kalifornien, San Luis Obispo County

8899 Chile
Wolffiella hyalina 7376 Agypten, Mahallet, El Qubba

7378 | Agypten, Hatr Shoukr
Wolffiella neotropica 7225 Brasilien, Guanabara, Rio de Janeiro
Wolffiella oblonga 7167 Louisiana, St. Charles Par., Norco
Wolffiella gladiata 7173 Washington State, Pierce County, Tacoma
Wolffia brasiliensis 7306a Mexiko, Mexico City, Mixquic

7663 Mexiko, Hidalgo, 110 km nordl. von Mexico City
Wolffia angusta 7274 Australien, New South Wales, Newcastle

7476 Australien, Victoria, Shepparton, Bunbartha
Wolffia arrhiza 7014 | Deutschland, Niedersachsen, Danneberg

7421 Yugoslavien, Kroatien, Zagreb, Bot. Garten
Wolffia columbiana 7795 Michigan, Ingham County, East Lansing
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Tab. 2. Zusammensetzung der verwendeten Nihrlosungen [mg/l1].
Composition of nutrient solutions [mg/l].

Substanzen Hillman Hutner 1/10
KNO, 1515 -
NH,NO, — 20
KH,PO, 680 —
K,HPO, - 40
Ca(NO,), 4 H,0 1180 35.4
MgSO0, 7 H,0 492 50
FeCl, - 6 H,0 5.4 —
FeSO, -7 H,0 — 2.5
MnCl, 33 1.8
ZnSO," 7H,0 0.22 6.6
H,;BO, 2.9 1.4
Na,MoO, - 2 H,0 0.12 2.5
CuSO, - 5H,0 0.48 0.39
CoSO, - 7H,0 —_ 0.02
C,H.O, 3 —
Na,-Salz von EDTA = 50

sowie von HILLMAN (1961) in leicht verinderter Form verwendet. Die beiden
Nidhrmedien unterscheiden sich im wesentlichen im Nitrat-, Phosphat- und
Sulphatgehalt. Die genaue Zusammensetzung ist aus Tab. 2 ersichtlich. Es
wurden sowohl wisserige Losungen wie auch Agarmedien (2% Pulveragar,
Merck) verwendet. Die Agarmedien enthalten zusitzlich 0.6 g/l Casamino
Acid Extract und 0.1 g/l Bacto Yeast Extract (beide Difco Laboratories). Aus-
ser in speziellen Fillen wurde den Nidhrmedien 1% Saccharose beigefiigt. Die
Sterilisation erfolgte sodann durch Autoklavieren wihrend 20 Minuten bei
120°C. Der pH-Wert wurde vor der Hitzesterilisation mit Salzsdure und Kali-
lauge auf 5.5 eingestellt; doch weist LUOND (1983) darauf hin, dass durch das
Autoklavieren der pH-Wert der Hutner-Nihrlosung bis zu einer Einheit stei-
gen kann. Da diese Werte fiir die meisten Arten noch im optimalen Bereich
liegen, ist dadurch keine Beeintrichtigung des Wachstums zu befiirchten. Fiir
die Untersuchungen wurden im allgemeinen Pflanzen aus saccharosehaltigen
Hillman-Agarkulturen (Schrigagarréhrchen) verwendet. Wenn nicht genii-
gend Anfangsmaterial zur Verfiigung stand, mussten die Pflanzen zuerst auf
Hutner-Nihrlosung in Erlenmeyerkolben vermehrt werden. Nach dem Experi-
ment wurden die Proben in Reagenzrohrchen, meist auf saccharosehaltiger
Hutner-Nahrlosung, weiterkultiviert. Abweichende Kulturbedingungen finden
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in den entsprechenden Kapiteln eine spezielle Erwidhnung.

Die Kulturen wurden im Labor unter einer 40 Watt Leuchtstoffrohre (Osram
L 25, universalweiss, respektive Philips TLM 33 RS, weiss) im Abstand von
20 bis 25 cm gehalten. Die Lichtintensitdt, gemessen in einer Entfernung von
22 cm mit einem Quantenfiihler und einem Photometer von Li-Cor Inc. (LI-
185B), betrug in der Mitte der Leuchtstoffréhre 38 bis 41 WE/m?s (2650 bis
2900 Lux), an den Enden noch 19 bis 21 pE/m?s (1250 bis 1400 Lux). Es gilt
jedoch zu beachten, dass die fiir die Pflanzen verfiigbare Lichtmenge wegen
der Glaswand der Kulturgefédsse geringer war. Ein merklicher Unterschied be-
ziiglich Wachstumsgeschwindigkeit innerhalb einer Art konnte trotz der un-
terschiedlichen Lichtverhidltnisse nicht festgestellt werden. Dies ist in erster
Linie auf die fast ausnahmslose Verwendung saccharosehaltiger Kulturme-
dien zuriickzufiihren. Die Leuchtstoffrohren waren tidglich wihrend zwolf
Stunden (07.00 bis 19.00 Uhr, Winterzeit) in Betrieb. Im Sommerhalbjahr
war die Lichtdauer langer, da einfallendes Sonnenlicht durch die Laborfenster
den Raum zusitzlich erhellte. Da die Kulturen sehr weit vom Fenster entfernt
waren, diirfte dieser Einfluss eher gering sein. Die Temperatur betrug nachts
etwa 20°C und stieg tagsiiber durch die Erwdrmung der Leuchtstoffrohren auf
26 bis 30°C an.

2.4. GEWINNUNG VON TURIONEN UND SAMEN

Fiir die Gefrierversuche wurden Turionen von Spirodela polyrrhiza verwen-
det. Der dafiir ausgewihlte Stamm 7344 bildet ohne spezielle Kulturbedin-
gungen diese Uberdauerungsorgane, sobald die Nihrstoffe knapp werden. Es
handelt sich dabei um den Typ der braunen Turionen, welche von SIBASAKI
und Opa (1979) als “alte Turionen” bezeichnet werden. Der Vorteil dieses
Typs besteht darin, dass er keine obligate Ruhepause bendtigt und bei genii-
gend hohem Nitratgehalt, unabhidngig von der Lichtintensitét, rasch auskeimt.

Die verwendeten Samen stammten von Lemna aequinoctialis. Der gebrauch-
te Stamm 6746 bliiht im Labor spontan und es entwickeln sich auch bei
Selbstbestaubung sehr viele Samen, sofern die Kulturen wéhrend dem Bliihen
hie und da leicht geschwenkt werden. HiLLMAN (1975) konnte zeigen, dass
dieser Stamm heterozygot ist. Lemna aequinoctialis-Samen sind befdhigt,
ohne vorangegangene Kiihlphase unmittelbar nach der Reife auszukeimen.

Beide Stimme wurden in 500 ml Erlenmeyer auf saccharosehaltiger Hutner-
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Nihrlosung geziichtet. Da sowohl Turionen wie auch Samen auf den Grund
sinken, konnten sie nicht abgeimpft werden, sodass fiir deren Verwendung
der ganze Inhalt steril abfiltriert werden musste. Als Filter wurde eine Nylon-
Gaze (Nybolt) verwendet, bei welcher die Nihrlosung, trotz der engen Ma-
schenweite von 100 um, sehr rasch abfliesst. Einfrierversuche wurden auf die
gleiche Weise durchgefiihrt, wie dies im folgenden Kapitel fiir ganze Pflan-
zen beschrieben ist.

2.5. KRYOKONSERVIERUNG DER LEMNACEAE

Das Vorgehen umfasst die nachfolgenden fiinf Teilschritte:

- Gefrierschutzmittelzugabe

- Einwirkung der Mittel auf die Pflanzen

- Einfrieren

- Lagerung

- Auftauen der Proben und Entfernung der Gefrierschutzmittel

Gefrierschutzmittelzugabe

Die verwendeten Pflanzen stammten aus Kulturen, deren Agaroberflache be-
ziehungsweise Nihrlosungsoberfliche vollstindig bewachsen war. Fiir die
meisten Arten war dies nach 30 bis 60 Tagen der Fall; Fliissigkulturen fanden
nach 21 Tagen Verwendung. Die Pflanzen wurden steril in Polypropylenrohr-
chen (Nunc-Kryorohrchen, 1.8 ml) abgeimpft, die 1 ml Gefrierschutzmittel
enthielten. Je nach Grosse der betreffenden Art wurden die R6hrchen mit 15
bis 60 Gliedern gefiillt, bei Wolffioideae-Arten war die Anzahl noch erheb-
lich grosser. Als Gefrierschutzmittel wurden Dimethylsulfoxid (DMSO, pu-
riss.), D(+)-Glukose (wasserfrei), Glyzerin (wasserfrei, puriss.) und Polyvi-
nylpyrrolidon (PVP K30, pract.) mit einem durchschnittlichen Molekularge-
wicht von rund 40 kDa. (alle von Fluka AG) erprobt. Die Substanzen wurden
einzeln oder in Kombination als wisserige Losungen verwendet. Konzentra-
tionsangaben sind bei Glyzerin enthaltenden Gefrierschutzmittel in Volumen-
prozenten, bei den iibrigen Losungen in Gewichtsprozenten ausgedriickt. Die
mit Gefrierschutzmittel abgefiillten Nunc-Rohrchen wurden anschliessend au-
toklaviert. Durch die Hitzesterilisation wurde bewusst eine geringe Anderung
des Mischverhiltnisses in Kauf genommen. Damit ein vollstindiges Eintau-
chen der Pflanzen sichergestellt war, wurden sie mit einem Stempel unter die
Gefrierschutzmitteloberfliche gedriickt. Dieser besteht aus einem runden
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Drahtgitter (Maschenweite 0.3 mm), dessen Durchmesser jenem des Innen-
randes der Kryorohrchen entspricht, und einem etwa 2.5 cm langen Kunst-
stoffstiel, der durch Erhitzen des einen Endes an das Drahtgitter "geklebt"
wird. Da diese Kunststoffstiele, die iiblicherweise fiir Eis am Stiel verwendet
werden, nicht besonders hitzebestindig sind, wurden die Stempel zur Sterili-
sation mehrere Tage lang in Plastik-Petrischalen mit einer Ultraviolett-
Leuchtstoffrohre (Philips TUV, 15 Watt/29) bestrahlt.

Einwirkung der Mittel auf die Pflanzen

Gefrierschutzmittel haben oft verschiedene Wirkungsweisen, die zum Teil
erst nach lingerer Einwirkung einen wirkungsvollen Schutz bieten. Die Ge-
frierschutzmittelzugabe erfolgte aus diesem Grund stets einige Minuten bis
mehrere Stunden vor dem eigentlichen Einfrieren. Der ganze Vorgang erfolg-

Tab. 3. Beschreibung der verwendeten Kiihlprogramme.

Description of freezing programs.

Ty = Vorkiihltemperatur [°C] — prefreezing temperature [°C], ty = Zeitdauer der Aus-
gleichsphase [Min.] — time of annealing at the prefreezing temperature [min], Ry, = Kiihl-
rate der Vorkiihlung [°C/Min.] — cooling rate of prefreezing [ °C/min], Ry = Kiihlrate der
Kiihlphase [°C/Min.] — cooling rate of freezing [ °C/min], CR, = durchschnittliche Kiihlra-
te fiir den theoretischen Kristallwachstumsbereich (Schmelztemperatur bis Glasbildungs-
temperatur) von Wasser (CR,1) und einer wisserigen 50% Glyzerinlosung (CR_2)
[°C/Min.], berechnet nach HAYES et al. (1984) — average cooling rate in the range of pos-
sible crystal growth (melting temperature to glassforming temperature) of water (CR,1)
and a 50% aqueous glycerol solution (CR2), according to HAYES et al. (1984). Die Vor-
kiihlung beginnt immer nach einer 15-miniitigen Equilibriumszeit bei 0°C. — Prefreezing
starts always after a 15 minute equilibration at 0°C.

Programm Ty ty Ry Rg CR,1 CR2
T-13n -13 10 -1.00 -10 -3.92 -10.00
T-25/1a -25 10 -1.00 -10 -3.01 -10.00
T-25/1b -25 90 -1.00 -10 -0.61 -10.00
T-30/1 -30 10 -1.00 -10 -2.75 -4.30
T-351 -35 10 -1.00 -10 -2.52 -3.53
T-37n -37 10 -1.00 -10 -2.44 -3.30
T-40n -40 10 -1.00 -10 -2.33 -3.00
T-a5n -45 10 -1.00 -10 -2.17 -2.60
T-501 -50 10 -1.00 -10 -2.03 -2.30
T-75n -75 10 -1.00 -10 -1.53 -1.45
T-100/1 -100 10 -1.00 -10 -1.23 -1.06
T-12511 -125 10 -1.00 -10 -1.11 -1.00
T-125/1.25 -125 0 -1.25 -10 -1.38 1.2
T-125/1.79 -125 0 -1.79 -10 -1.96 -1.79
T-12513.13 -125 0 -3.13 -10 -3.37 -3.13
T-125/10 -125 0 -10.00 -10 -10.00 -10.00
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te bei Zimmertemperatur. In Figuren und Tabellen wurde die Einwirkungszeit
der Gefrierschutzmittel jeweils als EWZ abgekiirzt.

Einfrieren

Die nachfolgenden drei Gefriermethoden fanden Anwendung:

- Langsames, kontrolliertes Einfrieren mit einem programmierbaren Gefrier-
apparat: Dazu wurde ein mit einem Mikroprozessor (Mic 15) ausgeriistetes
Gefriergerit (BV 6) von Cryoson Ireland Ltd. benutzt. Die Kiihlung erfolg-
te mit fliissigem Stickstoff, der unter Druck steht und beim Offnen eines
Ventils in die Kiihlkammer eingespritzt wird, wo er sofort verdampft. Die
Einspritzmenge wird durch den Mikroprozessor anhand der eingegebenen
Daten und der mit einem Fiihler gemessenen Temperatur der Kiihlkammer
bestimmt. Die Proben wurden moglichst rasch auf 0°C gekiihlt und nach
einer Equilibriumsphase mit diversen Programmen, die in Tab. 3 beschrie-
ben sind, auf -150°C hinuntergekiihlt. Das weitaus am hiufigsten benutzte
Kiihlprogramm ist in Fig. 4 schematisch dargestellt. Sofern nichts weiter
bemerkt ist, wurde bei Einfrierexperimenten mit dem Gefrierapparat stets
dieses Programm (T-25/1a) verwendet.

- Rasches Einfrieren: Die Proben wurden in den Kryorohrchen direkt in fliis-
sigen Stickstoff getaucht.

- Ultrarasches Tiefkiihlen in fliissigem Freon: Verwendet wurde Freon 22,

23
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Fig. 4. Schematische Darstellung eines Gefrierprogramms (Beispiel T-25/1a).
Scheme of a freezing program (for example T-25/1a).
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das in einem sterilen Metallzylinder mit fliissigem Stickstoff beinahe bis
zum Gefrierpunkt (ca. -150°C) gekiihlt wurde. Dadurch kann beim Eintau-
chen der Proben der Leidenfrostsche Effekt umgangen werden. Jener ent-
steht beispielsweise in fliissigem Stickstoff, wenn die Wirmeabfuhr durch
Bildung einer Gasschicht um die eingetauchten Objekte verzogert wird. Ei-
ne weitere Beschleunigung der Temperaturabsenkung konnte erreicht wer-
den, indem die Proben ohne KryorShrchen in einer geringen Menge des
entsprechenden Gefrierschutzmittels tiefgefroren wurden. Nach erfolgter
Gefrierschutzmitteleinwirkung wurden die Pflanzen mit einer grossen Ose
(Durchmesser ca. 5 mm) aus den Kryorohrchen abgeimpft. Dabei kamen
die Pflanzen in einen Gefrierschutzmitteltropfen zu liegen und konnten
darin durch direktes Eintauchen der Ose in das Freon eingefroren werden.

Lagerung

Die in Kryorohrchen tiefgefrorenen Proben wurden fiir mindestens 15 Stun-
den in einem Stickstoffbehilter von Tylor-Wharton (34 HC) aufbewahrt. Die
in fliissigem Freon eingefrorenen Pflanzen wurden aus praktischen Griinden
nach 30 Sekunden wiederum aufgetaut.

Auftauen und Entfernen der Gefrierschutzmittel

Die Kryorohrchen wurden in einem auf 30°C erwidrmten Wasserbad aufge-
taut. Nach ungefahr zwei Minuten war jegliches Eis geschmolzen und der In-
halt konnte in ein etwa 12 ml steriles Leitungswasser enthaltendes Reagenz-
rohrchen geleert werden. Die in fliissigem Freon tiefgefrorenen Proben wur-
den durch direktes Eintauchen der Ose in das ungefihr 20°C warme Leitungs-
wasser aufgetaut. Die verwendeten Gefrierschutzmittel waren durchwegs
wasserloslich und konnten daher leicht abgespiilt werden. Nach ungeféhr ei-
ner Stunde wurden die Pflanzen auf die zur Weiterzucht bestimmten Nahrlo-
sungen ubertragen.

2.6. ANFERTIGUNG TRANSPARENTER GLIEDER

Die innere Struktur der Glieder kann durch Bleichen und anschliessendes Far-
ben der Zellen sichtbar gemacht werden. Da bei der Kryokonservierung von
Lemnaceae die Anzahl vorhandener Knospen eine wichtige Rolle spielen
diirfte (siehe Kap. 3.1), wurden zu deren Auszédhlung transparente Gliedpri-
parate von verschiedenen Arten angefertigt. Die Herstellung erfolgte nach
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dem folgenden, in LANDOLT (1986) beschriebenen Verfahren, welches gewis-
se Abdnderungen erfuhr:

Die Glieder wurden fiir zwei bis drei Minuten in 70% Athylalkohol gekocht
und danach, je nach Art, wihrend zwei bis vier Minuten in unverdiinntem Ja-
vellewasser zu Ende gebleicht. Hinterher wurden die Glieder in zehnfach ver-
diinntes Javellewasser gegeben, das zwei Tropfen (Pasteurpipette) des Netz-
mittels Etalfix (Maag) pro Milliliter Losung enthielt. Darin fand wihrend 15
bis 20 Minuten unter dem Vakuum der Wasserstrahlpumpe eine Entliiftung
statt. Nach griindlichem Spiilvorgang wurden die Glieder wihrend vier Stun-
den mit Grenachers Karminrot gefarbt, das durch Kochen einer 10 g/l Kar-
minrot (Fluka) und 50 g/1 Al,(SO,),(NH,), 24H,0 (Bender & Hobein AG)
enthaltenden wisserigen Losung im Riickflusskiihler gewonnen wird. Nach
erneutem Spiilen konnen die Glieder als Laktophenolpriparate unter dem Bi-
nokular betrachtet werden. Da der Farbstoff lediglich die Zellwinde férbt, er-
scheinen junge Tochterglieder, welche aus kleinen, dichtgepackten Zellen
aufgebaut sind, dunkelrot, wihrend die grosseren Zellen des Parenchyms und
der Epidermis nur wenig angefirbt sind.

2.7. OSMOLALITATSMESSUNGEN

Ein geringer Wassergehalt sowie ein hoher Gehalt an zelleigenen Zuckern
und Aminosiuren kann fiir das Uberleben der Pflanzen bei tiefen Temperatu-
ren sehr wichtig sein. Um diesbeziiglich einen Anhaltspunkt zu erhalten, wur-
de die Osmolalitdt der Zellsdfte verschiedener Arten und Stamme bestimmit.
Als Vergleich wurden die in dieser Arbeit am haufigsten verwendeten Ge-
frierschutzmittel ebenfalls in die Untersuchungen miteinbezogen. Die Mes-
sungen erfolgten mit einem Dampfdruckosmometer von Wescor Inc. (Modell
5100 ).

Um die Osmolalitiat der Pflanzensifte messen zu konnen, bedurfte es der Her-
stellung eines sogenannten Kryosafts. Zur Gewinnung dieses Zellsafts muss-
ten die Zellstrukturen zerstort werden. Dies geschah durch kurzes Einfrieren
der Pflanzen, die zuvor in mit einem Glasfilter versehenen Kunststoffspritzen
abgefiillt worden waren, in fliissigem Stickstoff. Nach einer kurzen Wartezeit,
wihrend der die Pflanzen aufzutauen beginnen, wurde der Kryosaft mit rund
2500g bei 4°C wihrend 15 Minuten abzentrifugiert. Der Kryosaft dringt
hierbei durch den Glasfilter hindurch und wird in einem an die Spritzenspitze
aufgesteckten Eppendorf-Reaktionsgefdss gesammelt.
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Die Gefrierschutzmittel konnten nur in verdiinntem Zustand gemessen wer-
den, da andernfalls der Messbereich des Gerits (0 bis 2000 mMol/kg), ausser
bei der PVP-Losung, bei weitem iiberschritten worden wire. Die PVP-Lo-
sung musste gleichermassen verdiinnt werden, da sie zu dickfliissig war.
Samtliche Messungen wurden deshalb mit den fiinffach verdiinnten Losungen
durchgefiihrt. Die osmotische Wirksamkeit der Gefrierschutzlosungen konnte
somit aufgrund der Messungen und einiger Literaturangaben lediglich ge-
schitzt werden.

2.8. STATISTISCHE UND GRAPHISCHE AUSWERTUNGEN

Wie aus Kap. 3.1 hervorgeht, entwickeln sich nicht alle iiberlebenden Knos-
pen zu normal aussehenden, fiir eine Weiterkultivierung verwendbare Pflan-
zen. Aus diesem Grund wurden fiir die quantitative Auswertung die folgen-
den zwei Uberlebensraten definiert:

1. UR,,, =Anzahl iiberlebende Knospen/Anzahl Mutterglieder [K/MG]

2. UR,,,=Anzahl ausgewachsene Tochterglieder der ersten Generation/An-

zahl Mutterglieder [TG/MG]

Die erste Uberlebensrate wurde nach zehn, die zweite nach 30 Tagen erho-
ben. Glieder, die unmittelbar nach dem Versuch mindestens zur Hilfte aus
der Gliedtasche herausragten, wurden als Mutterglieder gewertet, alle jiinge-
ren Glieder als Tochterglieder respektive Knospen. Als iiberlebende Knospen
galten jene, die zehn Tage nach dem Versuch noch deutlich griin waren. Fiir
die zweite Uberlebensrate wurden nur noch jene Knospen gezihlt, die zu nor-
mal aussehenden, ein- bis mehrgliedrigen Pflanzen ausgewachsen waren.
Verkriippelte, kallusierte oder sukkulente Exemplare fanden keine Beriick-
sichtigung mehr. Fiir die Ermittlung der Uberlebensraten wurden meist zehn
bis 15 Proben (eine Probe entspricht dem Pflanzenmaterial aus einem Kryo-
réhrchen) ausgewertet. In graphischen Darstellungen wurde im allgemeinen
lediglich der Wert der zweiten Uberlebensrate (UR,,,) beriicksichtigt. Die
Standardabweichungen beziehen sich auf die Uberlebensraten der einzelnen
Proben und sind somit unabhiingig von der Anzahl getesteter Glieder. In den
meisten Fillen wurden Sdulendiagramme gewihlt. Nullwerte sind dort als
kleine, unter die Kategorienachse ragende Sdulen hervorgehoben. In den Fi-
guren 8a-f wurden Kurvendiagramme verwendet. Dort wurde der Einfluss
wisseriger Glyzerinlosungen verschiedener Konzentrationen in Abhédngigkeit
von der Einwirkungszeit auf die Uberlebensrate von Lemna minor darge-
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stellt. Durch die in Experimenten ermittelten Werte wurde ein Polynom 3.
oder 2. Grades gelegt, das die Uberlebensrate fiir jede beliebige Einwirkungs-
zeit angenihert wiedergibt. Bei der Formel

y=ax’ +bxZ+cx +d
bedeuten y die Uberlebensrate und x der Logarithmus der Einwirkungszeit.
Verschiedene Einfrier- und Auftauvorginge wurden mit einem Schreiber von
W + W electronic AG (Model 302 und 1100) aufgezeichnet. Dazu wurde die
Temperatur der Gefrierschutzlosung mit einem Kupfer-Konstatinfiihler ge-
messen, der durch ein enges Loch im Deckel eines Kryoréhrchens in die Lo-
sung eingefiihrt werden konnte. Die Empfindlichkeit des Gerits war auf 10
mV eingestellt. Die so erhaltenen Kurven wurden ausgemessen und mit ei-
nem Computergraphikprogramm neu gezeichnet. Bei in Luft von -20°C lang-
sam aufgetauten Proben wurde die Temperatur lediglich mit einem Digital-
thermometer (Doric, Serie 400) registriert. Alle zehn Sekunden fand eine Ab-
lesung statt, und anhand diser Werte wurde mit dem gleichen Computerpro-
gramm eine Auftaukurve gezeichnet.
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