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3 RESULTATE

3.1. MORPHOLOGISCHE BEOBACHTUNGEN

Bereits durch die Gefrierschutzmittelzugabe oder durch deren Entfernung
werden alle Mutterglieder und Wurzeln abgetotet, was schon nach kurzer Ein-
wirkungszeit der Fall ist. Es konnen lediglich Knospen und Tochterglieder
wihrend ldngerer Zeit iiberleben, wobei die aus den Gliedtaschen herausra-
genden Teile ebenfalls rasch absterben. Solange der basale Teil des Gliedes,
der bekanntlich schon Knospen fiir die nachste Generation enthilt, unbescha-
digt bleibt, wachsen diese zu neuen Pflanzen aus. Die Gliedtaschen bieten so-
mit einen guten Schutz gegen die Gefrierschutzmittel, die offenbar nur all-
mihlich eindringen konnen. WiLsoN und RoBARDS (1980) stellten zudem fest,
dass meristematische Wurzelzellen von Hordeum vulgare unter osmotischem
Stress entschieden weniger stark schrumpfen als ausdifferenzierte Wurzelzel-
len. Es ist gut moglich, dass aus den gleichen Griinden die Knospen und jun-
gen Tochterglieder durch die Gefrierschutzmittel weniger geschiddigt werden.
Fiir die Lemnaceae-Kryokonservierung bedeuten diese Beobachtungen, dass
nur die unvollstindig ausdifferenzierten Gewebe der Knospen und Tochter-
glieder lebend in fliissigem Stickstoff aufbewahrt werden konnen. Das Aus-
wachsen kryokonservierter Knospen nach dem Auftauen ist in Figur 5 doku-
mentiert.

Da nach den Versuchen die abgestorbenen Glieder nicht entfernt werden kon-
nen, ist ber der Weiterzucht stets viel totes Material vorhanden. DIETTRICH et
al. (1982) bemerkten, dass bei Digitalis-Zellkulturen, welche nicht minde-
stens einen Anteil von 30% lebenden Zellen aufweisen, keine Zellvermehrung
stattfindet. Bei Lemnaceae konnte diesbeziiglich keine merkliche Beeintrach-
tigung festgestellt werden, da bei Arten, bei welchen nur vereinzelt Knospen
die Gefrierversuche iiberleben, diese auswachsen und sich vermehren. Wei-
tergehende Untersuchungen wurden jedoch nicht durchgefiihrt.

Uberlebende Knospen beziehungsweise Tochterglieder wachsen oft nicht zur
vollen Grosse aus (Fig. 6) und sterben teilweise relativ rasch ab, insbesondere
auch jene, deren apikaler Teil abgetotet wurde. Dank einer raschen vegetati-
ven Vermehrung der Lemnaceae gelingt es aber den meisten Knospen der
zweiten Generation sich zu entwickeln, bevor das primir iiberlebende Glied
abstirbt. Es wurde auch schon beobachtet, dass sehr stark beschéddigte Toch-
terglieder ohne weiteres Wachstum nach wenigen Tagen abgestorben waren,
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thre Knospen aber trotzdem zu neuen Pflanzen auswachsen konnten. Viel
hidufiger kommt es allerdings in solchen Fillen zur Kallusbildung (vgl. mit
nachfolgendem Abschnitt). Die Knospen von kryokonservierten Gliedern
wachsen nach dem Auftauen durchschnittlich spiter aus als solche von mit
dem entsprechenden Gefrierschutzmittel behandelten, jedoch nicht tiefgefro-
renen Gliedern (Referenz). Die Griinde dafiir wurden nicht weiter abgeklirt,
es wire aber durchaus denkbar, dass beim Tieffrieren oder Auftauen die dlte-
ren, weiter differenzierten Tochterglieder hidufiger absterben. Somit wiirden
die iiberlebenden Knospen ein niedrigeres Durchschnittsalter aufweisen, als
jene aus entsprechenden Referenzversuchen. Anderseits muss auch in Be-
tracht gezogen werden, dass aufgetaute Zellen zuerst eine Erholungsphase be-
notigen, um Zellschidden zu reparieren (FINKLE et al. 1985), bevor sie sich
weiterentwickeln konnen. Solche Verzogerungsphasen kryokonservierter Pro-
ben konnten schon verschiedentlich bei Embryonen (Basay 1984a, ZavaLa
und Sussex 1986, CHiN et al. 1988, DEREUDDRE et al. 1991a), Vegetationsspit-
zen (TowiLL 1981, Yakuwa und Oka 1988) und Fliissigzellkulturen (LANGIS et
al. 1989) beobachtet werden.

Nicht alle Knospen und Tochterglieder, die nach dem Auftauen noch leben,

entwickeln sich weiter, oder es kommt zu Missbildungen mit anschliessen-

dem Entwicklungsstillstand. Ahnliches mit meristematischen Geweben aus

Vegetationsspitzen und Embryonen konstatierten auch Bajaj (1984a), DIeT-

TRICH et al. (1987), ENGELMANN und DEREUDDRE (1988) sowie YAKUWA und

Oxka (1988), aber auch bei Zellkulturen scheint ein gewisser Prozentsatz der

Zellen nach dem Auftauen noch abzusterben (PrRITCHARD et al. 1986¢). Bei

Lemnaceae konnten folgende, durch die Kryokonservierung geschidigte For-

men beobachtet werden, die in geringerem Mass bereits durch die Einwirkung

der Gefrierschutzmittel hervorgerufen werden:

1. Junge, vor allem sehr kleine Knospen bleiben griin und sterben nach einer
gewissen Zeit ohne sichtliches Wachstum ab.

2. Die Knospen wachsen zu einem Glied aus, das keine oder unférmige Toch-
terglieder bildet. Solche Exemplare sterben in der Regel spitestens nach ei-
nem Monat ab.

3. Es entstehen verkriippelte, kallusférmige, ein- bis mehrgliedrige Pflanzen,
die zu Boden sinken. Kallusbildung scheint bei der Kryokonservierung von
Meristemgeweben hdufig vorzukommen und wird dementsprechend ofters
in der Literatur erwihnt, wie beispielsweise in GrouT et al. (1978), TowiLL
(1983), HEnsHAW et al. (1985a) oder REED (1988).

4. Es bilden sich fleischige, sukkulent aussehende Glieder, die keine Kutikula
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Fig. 5. Auswachsen iiberlebender Knospen von Lemna minor (Stamm 8765) nach dem

Auftauen.

Growth of cryopreserved buds of Lemna minor (clone 8765) after thawing.

a. Einige Tage nach dem Auftauen sind die toten Mutterglieder verblasst und die iiberle-
benden Knospen als dunkle Punkte sichtbar.
A few days after thawing the mother fronds are pale whereas the surviving buds are
visible as dark points.

b. Die iiberlebenden Knospen beginnen auszuwachsen. — Surviving buds are growing.

c. Aus Knospen neugebildete Pflanzen. Die primir iiberlebenden Tochterglieder sind oft
am abgestorbenen Apikalteil zu erkennen.
Plants reproduced from buds. Primery surviving daughter fronds can be recognized of-
ten by their dead apical part.
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Fig. 6. Frisch ausgewachsene Lemna japonica-Pflanzen (Stamm 8339) nach dem Auftau-
en: Das primir auswachsende Tochterglied bleibt oft deutlich kleiner als die Glieder nach-
folgender Generationen.

Lemna japonica plants (clone 8339) newly formed after thawing: The primary surviving
daughter frond is often clearly smaller in size than fronds of the following generations.

Fig. 7. Anthozyanbildung bei Lemna gibba-Pflanzen (Stamm 7262), 30 Tage nach dem
Auftauen. Die roten Pigmente sind als dunkle Punkte erkennbar.

Anthocyanin production by Lemna gibba plants (clone 7262), 30 days after thawing. Red
pigments can be recognized as dark points.
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aufweisen. Aus diesen Gliedern wachsen Tochterglieder, die ebenfalls oft
von sukkulenter Gestalt sind, in wenigen Fillen aber normal aussehen und
mit einer Kutikula versehenen sind. DIeTTRICH et al. (1987) stellten bei der
Kryokonservierung von Digitalis-Vegetationsspitzen gleichermassen Suk-
kulenz fest. Sie vertreten die Meinung, dass es sich bei ithren Kulturen
nicht um Gefrierschidden handelt, da Sukkulenz allgemein bei der Kultivie-
rung von Meristemgeweben auf halbfliissigen Medien auftritt (LESHAM
1983, Ziv et al. 1983, Von ArRNOLD und ErikssoN 1984). Fiir Lemnaceae
scheint diese Aussage nicht zuzutreffen, da bei Gefrierversuchen mit Lem-
na minor (Stamm 8765) unter suboptimalen Bedingungen, die eine erhdh-
te Mortalitdt der Knospen zur Folge haben, eine liberdurchschnittlich hohe
Sukkulenz- und Kallusbildung beobachtbar ist. Im iibrigen scheint es sich
bei der Sukkulenz um eine abgeschwichte Form von Kallus zu handeln,
bei der noch eine weitgehende Differenzierung stattfindet, da alle Ubergén-
ge zwischen sukkulenten, aber normalgeformten Gliedern und stark kallu-
sierten, verkriippelten und unfoérmigen Gebilden auftreten konnen. Ferner
sollte in Betracht gezogen werden, dass es sich bei Lemnaceae um Was-
serpflanzen handelt, bei deren Kultivierung auf Fliissigmedien kein abnor-
mes Wachstum auftreten sollte. Kallusbildung und Sukkulenz sind oft die
Folge eines gestorten Wachstumshormonhaushalts. Frick (1991) fand eine
starke Korrelation zwischen der Anzahl sukkulent auswachsender Tochter-
glieder aus bereits sukkulenten Lemna minor-Pflanzen und dem Gehalt an
Isopentenyl-Adenin im Ndhrmedium. Je hoher dieser war, desto grosser
war der Prozentsatz sukkulenter Tochterglieder. Im Gegensatz zu seinen
Beobachtungen, wo in einer zytokininfreien Nihrlosung fast ausschliess-
lich opake Glieder auswuchsen, blieben nach Gefrier- und Referenzversu-
chen die meisten geschiddigten Pflanzen sukkulent. Das sukkulente Aus-
gangsmaterial erhielt Frick durch Osmoschock. Es ist daher naheliegend
anzunehmen, dass das Auswachsen sukkulenter Glieder nach Referenzver-
suchen ebenfalls auf Verletzungen beruht, die durch einen zu hohen Druck-
unterschied zwischen Innen- und Aussenmilieu verursacht wurden.

Allgemein kann durch eine Verfestigung des Nihrmediums (beispielsweise
durch eine Erhohung der Agarkonzentration) die Sukkulenzbildung ge-
senkt werden. Aus diesem Grund wurden sukkulent gebliebene Lemna mi-
nor-Pflanzen nach einem Monat von den Fliissigkulturen auf Hillman-
Agar iiberimpft. Rund 25% der Pflanzen zeigten danach ein normales
Wachstum, die restlichen Exemplare starben innert drei Monaten ab. Be-
reits sukkulente Glieder bildeten auf dem Agarmedium keine Kutikula



-39 .

mehr. Diese Beobachtungen stimmen gut mit jenen von Ziv et al. (1983)
und VoN ArNOLD und ERriksson (1984) iiberein, die ebenfalls nur bei neu
gebildeten Blittern respektive Nadeln ein nicht sukkulentes Wachstum
feststellen konnten.
Bei verschiedenen Lemna- und Spirodela-Arten konnte nach dem Auftauen
eine Anthozyanproduktion beobachtet werden (Fig. 7), wobei bereits das Ein-
legen der Glieder in die Gefrierschutzmittel dazu fiihren kann. Diese, in der
Natur recht oft beobachtete Erscheinung, tritt unter Laborbedingungen im
Normalfall nicht auf. Besonders ausgeprigt war die Anthozyanbildung bei
Lemna ecuadoriensis, Lemna gibba, Lemna japonica, Lemna obscura und
Spirodela polyrrhiza. Bei den Lemna-Arten sind die roten Pigmente mehr-
heitlich unregelmaissig tiber die Ober- und Unterseite der Glieder verteilt. Bei
Spirodela polyrrhiza ist die Gliedunterseite zum Teil recht intensiv pigmen-
tiert, wobei die Ademn und der Knotenpunkt die stirkste Farbung aufweisen.
Die Oberseite weist beim Stamm 8786a ein dhnliches Muster auf wie bei den
Lemna Arten, beim Stamm 7520 hingegen ist sie in der Regel griin, mit Aus-
nahme des Knotenpunkts, der tiefrot sein kann. Recht hiufig treten Anthozya-
ne auch bei sukkulenten Exemplaren auf. Als mogliche Ursachen hierfiir
kommen allgemein zu hohe Lichtintensitit sowie ungiinstige Nihrstoffver-
héltnisse in Frage. Da die Bedingungen fiir alle auf Hutner-Fliissigkulturen
gewachsenen Pflanzen etwa gleich waren, aber die Anthozyanbildung aus-
schliesslich bei zuvor mit einem Gefrierschutzmittel behandelten oder zusitz-
lich tiefgefrorenen Individuen auftrat, muss davon ausgegangen werden, dass
durch diese Experimente verursachte Verletzungen den Nahrstoffhaushalt der
Pflanzen derart storen, dass bei ihnen Stresserscheinungen auftreten. Bei un-
zulidnglicher Nitrat- und Phosphaternihrung beobachtete LUOND (1983) An-
thozyanbildung bei Lemna gibba und Spirodela polyrrhiza, hingegen nicht
bei Lemna minor, obwohl diese Art ebenfalls dazu befahigt ist. Auch nach
Tiefgefrier- oder Referenzversuchen bildet diese Art keine Anthozyane.

3.2. EINFLUSS VERSCHIEDENER FAKTOREN AUF DIE
UBERLEBENSRATE VON LEMNA MINOR

Samtliche Untersuchungen in diesem Kapitel wurden mit dem Stamm 8765
durchgefiihrt. Die Resultate sind in den Figuren 8-22 dargestellt.
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3.2.1. Wirkung verschiedener Gefrierschutzmittel in Abhéingigkeit von
der Konzentration und Einwirkungszeit

Um moglichst rasch eine gezielte Auswahl an vielversprechenden Gefrier-
schutzlosungen treffen zu konnen, wurden Vorversuche mit Radieschensamen
(Radies Riesenbutter von Samen Mauser) durchgefiihrt, die in trockenem Zu-
stand selbst ohne Gefrierschutzmittel erfolgreich tiefgefroren werden kénnen
(Resultate nicht dargestellt). Da diese Untersuchungen ein unsteriles Arbeiten
erlauben und zudem die auswachsenden Keimlinge nach ungefihr einer Wo-
che ausgezihlt werden konnen, konnte innerhalb relativ kurzer Zeit eine gros-
se Anzahl Versuche durchgefiihrt werden. Es wurden nicht weniger als 25
verschiedene Losungen getestet, die ein bis zwei der folgenden Gefrierschutz-
mittel enthielten: DMSO, Glukose, Glyzerin, PVP, 1,2-Propandiol, 1-Propa-
nol und Skim milk powder (Fluka AG). Im Hinblick auf die bedeutend was-
serreicheren Gewebe der Lemnaceae wurden etliche Tests mit gewdsserten
Radieschensamen durchgefiihrt. Die aufschlussreichsten Ergebnisse aus die-
sen Versuchen sind in Tabelle 4 zusammengestellt. Daraus geht klar hervor,
dass ein vollumfinglicher Gefrierschutz erst nach einer lingeren Einwir-
kungszeit dieser Losungen vorhanden ist. Am vielversprechendsten sind Gly-
zerinlosungen in Konzentrationen ab 50%. Die 40% Glyzerinlosung und die

Tab. 4. Keimraten trockener und gewisserter Radieschensamen [%], die mit dem Gefrier-
apparat eingefroren wurden, wobei verschiedene Gefrierschutzmittel getestet wurden. Fiir
jedes Experiment wurden mindestens 50 Samen verwendet.

Germination rates of dry and water-soaked radish seeds [%], which were cooled with the
freezing apparatus in the presence of different cryoprotectants. At least 50 seeds were
used for each experiment.

Einwirkungszeit keine 1 Stunde

Zustand der Samen ' 1 Stunde 1 Stunde |2 Stunden

trocken ) trocken . .

Gefrierschutzmittel gewassert gewassert | gewassert
10% DMSO-5% Glukose 67 0 3 0 0
5% DMS0-25% Glukose 76 0 86 0 0
10% DMSO0-40% Glukose 96 2 92 56 2
30% Glyzerin 68 0 32 2 0
40% Glyzerin 94 0 94 32 0
50% Glyzerin 78 0 80 80 38
100% Glyzerin 90 0 78 80 80
30% Propandiol-15% Propanol 80 0 6 0 0
40% PVP 62 0 46 0 0
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Fig. 8. Einfluss verschieden konzentrierter Glyzerinlosungen auf die Uberlebensrate nicht
tiefgefrorener und mit dem Gefrierapparat eingefrorener Lemna minor-Pflanzen in Abhén-
gigkeit von der Einwirkungszeit. Durch die Punkteschar der Mittelwerte wurde ein Poly-
nom 3. Grades gelegt. Die Standardabweichung ist in Balken dargestellt.

Effect of glycerol solutions of different concentrations on the survival of non-frozen and
frozen Lemna minor plants in relation to the incubation time. A 3" degree polynomal ex-
pression was used to fit a line through the means. Bars represent standard deviations.

a. 20% Glyzerin — 20% glycerol, b. 40% Glyzerin —40% glycerol

Bemerkung: In Fig. 8a wurden die Mittelwerte von 90 und 240 Minuten der Referenz fiir
die Berechnung der Polynomgleichung weggelassen.

Note: In Fig. 8a the means of 90 and 240 minutes of the reference were omitted for the
calculation of the polynomal expression.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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Fig. 8 (Forts. — continued)

c. 45% Glyzerin — 45% glycerol

d. 50% Glyzerin — 50% glycerol

Bemerkung: In Fig. 8¢ wurde der Mittelwert von 90 Minuten der Referenz und in Fig. 8d
jener von 180 Minuten fiir die Berechnung der entsprechenden Polynomgleichungen weg-
gelassen.

Note: In fig. 8¢ the means of 90 minutes of the reference and in fig. 8d that of 180 minutes
were omitted for the calculation of the corresponding polynomal expressions.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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Fig. 8 (Forts. — continued)

e. 60% Glyzerin — 60% glycerol

f. 80% Glyzerin — 80% glycerol

Bemerkung: In Fig. 8f wurden lediglich Polynomgleichungen 2. Grades verwendet.

Note: In fig. 8f only 2" degree polynomal expressions were used to fit the lines through
the means.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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10% DMSO-40% Glukose-Losung konnen ebenfalls noch fiir die Kryokon-
servierung der Lemnaceae in Betracht gezogen werden. Die restlichen Ge-
frierschutzmittel scheinen eher ungeeignet zu sein, insbesondere auch die
30% 1,2-Propandiol-15% 1-Propanol-Losung, die nach BouTroN und MEHL
(1986) eine sehr hohe Glasstabilitit aufweisen soll. Nebst einem ungeniigen-
den Gefrierschutz scheint diese Losung auch von den Radieschensamen
schlecht ertragen zu werden. So betrigt bereits die Auskeimrate nicht tiefge-
frorener Samen nach einer einstiindigen Einwirkungszeit lediglich noch 34%.
Fir die Lemnaceae-Kryokonservierung kamen von den ausgetesteten Ge-
frierschutzmitteln lediglich noch verschieden stark konzentrierte Glyzerinlo-
sungen und die 10% DMSO-40% Glukose-Losung zur Anwendung. PVP
wurde ebenfalls in die weiteren Untersuchungen miteinbezogen, doch wurde
die Konzentration auf 60% erhoht. Kultiviert wurden die Pflanzen mit der un-
ter Kap. 2.3 beschriebenen Standardmethode. Die Proben wurden ausnahms-
los mit dem Gefrierapparat tiefgefroren und im 30°C-Wasserbad aufgetaut.
Das Alter der verwendeten Kulturen betrug ungefidhr 50 Tage.

Bei Lemna minor eignet sich Glyzerin in Konzentrationen von 50% bis 60%
sehr gut als Gefrierschutzmittel (Fig. 8d,e). Mit zunehmender Einwirkungs-
dauer dieser beiden Losungen steigen die Uberlebensraten der kryokon-
servierten Pflanzen an, bis die Werte ungefdhr gleich hoch sind, wie jene mit
dem entsprechenden Gefrierschutzmittel behandelter, aber nicht eigefrorener
Exemplare (Referenz). Bei weiterer Verlingerung der Einwirkungszeit sinkt
die Uberlebensrate der kryokonservierten Proben zwangsliufig wieder, weil
die der Referenzproben ebenfalls abnimmt. Die Werte eingefrorener und nicht
tiefgekiihlter Pflanzen sind in diesem Bereich dhnlich hoch, was bedeutet,
dass praktisch alle zu Beginn des Einfrierens noch unverletzten Knospen er-
folgreich kryokonserviert werden kénnen. Der aus den Polynomgleichungen
berechnete Maximalwert liegt bei den mit 50% Glyzerin tiefgefrorenen Pro-
ben bei einer Einwirkungszeit von 96 Minuten und betragt 1.01 TG/MG, je-
ner mit 60% Glyzerin kryokonservierter Pflanzen liegt bei 61 Minuten und
betrigt 0.97 TG/MG. Ahnlich wie bei gewisserten Radieschensamen nimmt
die Gefrierschutzwirkung von Glyzerinlosungen in Konzentrationen unter
50% drastisch ab (Fig. 8a-c). So werden bereits bei der Verwendung von 40%
Glyzerin fast alle Knospen wihrend dem Einfrier- oder Auftauvorgang abge-
totet. Bei Versuchen mit 45% Glyzerin ist die Streuung der Uberlebensraten
der einzelnen Proben sehr gross. In einigen Kryoréhrchen konnen sehr viele
Knospen iiberleben, in anderen sterben alle ab. Hohe Glyzerinkonzentrationen
eignen sich im Gegensatz zur Radieschensamenkryokonservierung fiir Lem-
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na minor weniger gut (Fig. 8f). Die Knospen werden mit zunehmender Ein-
wirkungsdauer, auch ohne zusitzliches Einfrieren, durch das Gefrierschutz-
mittel ziemlich rasch abgetotet. Bei der Verwendung von 80% Glyzerin ster-
ben durch die Kryokonservierung bei allen getesteten Einwirkungszeiten
durchschnittlich gut die Hilfte der zu Beginn des Einfrierens noch lebenden
Knospen ab. Die Resultate zeigen auch, dass bei Lemna minor ebenfalls erst
nach einer bestimmten Einwirkungsdauer ein vollumfinglicher Gefrierschutz
vorhanden ist. Fiir wisserige Glyzerinlosungen ab ungefiahr 50% diirfte die
Regel gelten, dass je hoher die Konzentration, desto kiirzer die optimale Ein-
wirkungsdauer ist, bei der die grosstmogliche Anzahl Knospen die Kryokon-
servierung liberlebt. Im Gegensatz dazu kann bei geringeren Glyzerinkonzen-
trationen die Uberlebensrate durch eine Verlidngerung der Einwirkungszeit
nicht erhoht werden.

Wird ein Teil des Glyzerins (10% der Gesamtlosung) durch das gleiche Volu-
men DMSO ersetzt, dndert sich die Gefrierschutzwirkung nur unbedeutend
(Fig. 9¢,d). Da DMSO die Membranpermeabilitdt erhoht (FRaANZ und VAN
BRUGGEN 1967) und viel rascher eindringt als Glyzerin (RICHTER 1968), sollte
ein DMSO-Glyzeringemisch einen geringeren osmotischen Stress verursa-
chen als die entsprechende Glyzerinlosung derselben Konzentration.
Trotzdem ist die Uberlebensrate nicht eingefrorener Pflanzen nach einer Be-
handlung mit 10% DMSO-40% Glyzerin nicht hoher als nach gleich langer
Einwirkung von 50% Glyzerin. Ein Nachteil der 10% DMSO-40% Glyzerin-
Losung gegeniiber 50% Glyzerin besteht in der geringeren Glasstabilitit, der
sich aber offensichtlich bei Lemna minor nicht auswirkt. Nach BoutroN und
Kaurmann (1978) liegt die niedrigste Glasstabilitidt eines wisserigen, rund 50
Gew.% DMSO-Glyzeringemisches bei jenem, das einen Anteil von 10%
DMSO aufweist. Ein grosserer DMSO-Gehalt wiirde zwar eine bedeutend ho-
here Glasstabilitdt zur Folge haben, doch ist diese Substanz in Konzentratio-
nen ab 10% bis 20% in vielen Fillen sehr toxisch (KARTHA et al. 1979, To-
wiLL 1981, VAN DER MEER und SimpsoN 1984, KAURIN und STusHNOFF 1985).
Aus diesem Grund wurden keine Gefrierschutzlosungen mit einem DMSO-
Anteil von iiber 10% getestet.

Die 10% DMSO0-40% Glukose-Losung schidigt die Pflanzen selbst nach sehr
langer Einwirkung verhiltnismissig wenig, ist aber fiir die Kryokonservie-
rung von Lemna minor ungeeignet (Fig. 9a). Bei hier nicht dokumentierten
Vorversuchen mit relativ wenig Testmaterial konnte zwar ein einziges aus-
wachsendes Tochterglied beobachtet werden, doch war dieses Resultat bei
spiteren, viel umfangreicheren Einfrierversuchen nicht mehr reproduzierbar.
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Fig. 9. Einfluss verschiedener Gefrierschutzlosungen auf die Uberlebensrate tiefgefrorener
und nicht tiefgefrorener Lemna minor-Pflanzen. Einfrierexperimente erfolgten mit dem

Gefrierapparat.

Effect of different cryoprotectants on the survival of frozen and non-frozen Lemna minor
plants. Freezing experiments were conducted with the freezing apparatus.
a. 10% DMSO-40% Glukose — 10% DMSO-40% glucose
b. 60% Polyvinylpyrrolidon — 60% polyvinylpyrrolidone
c. 10% DMSO-40% Glyzerin (im Vergleich mit 50% Glyzerin)
10% DMSO-40% glycerol (compared with 50% glycerol)
d. 10% DMSO-30% Glyzerin (im Vergleich mit 40% Glyzerin)
10% DMSO-30% glycerol (compared with 40% glycerol)
TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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60% PVP wird von den Pflanzen ebenfalls recht gut ertragen und ist trotz sei-
ner klebrigen Eigenschaft und der hohen Viskositit leicht entfernbar. Als Ein-
komponentengefrierschutzmittel ist aber PVP offensichtlich vollig nutzlos
(Fig. 9b).

Figur 10 veranschaulicht anhand von drei Gefrierschutzlésungen, welcher Ef-
fekt wihrend der Einwirkungsphase besteht und welche Rolle diese Mittel
wihrend dem eigentlichen Gefrier- und Auftauvorgang spielen. Diese Unter-
suchungen zeigen, dass Gefrierschutzmittel mit gesamthaft geringer Schutz-
wirkung wihrend der Einwirkungsphase keinen Einfluss auf die Gefrierresi-
stenz von Lemna minor haben. So ist die Uberlebensrate von mit 60% Glyze-
rin eingefrorenen Pflanzen, die zuvor anderthalb Stunden in 40% Glyzerin
eingetaucht waren, nicht hoher, als wenn die Pflanzen mit 60% Glyzerin ohne
Vorbehandlung tiefgefroren werden. Doch auch wihrend dem Gefrier- und
Auftauvorgang besitzt 40% Glyzerin wahrscheinlich eine sehr geringe
Schutzwirkung, da durch eine Vorbehandlung mit 60% Glyzerin, das nach an-
derthalbstiindiger Einwirkungszeit die Gefrierresistenz der Pflanzen deutlich
erhoht, keine Verbesserung der Uberlebensrate erzielt werden kann. Voraus-
setzung fiir diese Vermutung ist allerdings, dass wihrend der Vorbehandlung

| 16-
l s 1 Vorbehandlung Einfrieren
T 14
% 14 1 60%Glyz. 60% PVP
o 3 60% Glyz. 40% Glyz.
g 0.8 1 4  40% Glyz.  40% Glyz.
5 06 ] 5 40%Glyz.  60% Glyz.
° 6 keine Vorb. 60% Glyz.
F 0.4 - 7 60%Glyz. 60% Glyz.
| D 0.2 - 8 wie 7, aber ohne Abwa-
0.0 . schen
1 2

Fig. 10. Einfluss verschiedener Gefrierschutzmittel auf die Uberlebensrate von Lemna mi-
nor, sowohl wihrend der Einwirkungs- wie auch Gefrierphase. Die Proben wurden wih-
rend 90 Minuten mit einem Gefrierschutzmittel behandelt, danach kurz mit sterilem Was-
ser abgespiilt und sofort nach erneuter Gefrierschutzmittelzugabe mit dem Gefrierapparat
eingefroren.

Effect of different cryoprotectants on the survival of Lemna minor during incubation and
during cooling. Following a 90 minute treatment with a cryoprotectant the samples were
washed briefly with sterile water and immediately cooled with the freezing apparatus after
renewed addition of a cryoprotectant.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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nicht ein grosser Teil des Glyzerins in die Zellen eindringt, da sonst die
Osmolalitdt das Zellinhalts hoher wire als jene von 40% Glyzerin, wodurch
die Zellen wihrend der Vorkiihlphase wieder Wasser aufnehmen wiirden.
Beim entsprechenden Versuch mit PVP diirfte allerdings der Innendruck der
Zellen hoher sein. Trotzdem ist nicht sicher, ob wahrend der Kiihlphase eine
grossere Menge Wasser in die Zellen gelangt, weil in konzentrierten Makro-
molekiillosungen die Wasserdiffusion stark gehemmt ist.

50% und 60% Glyzerin sind osmotisch sehr aktive Losungen und weisen bei
tiefen Temperaturen ein stark reduziertes Kristallwachstum auf (BouTroN
1984). Es muss davon ausgegangen. werden, dass Lemna minor nur unter der
Voraussetzung kryokonserviert werden kann, dass die Zellen geniigend dehy-
driert sind und, wie auch aus Kap. 3.7 hervorgeht, wihrend dem Einfrieren
und Auftauen nur sehr kleine oder sogar keine Kristalle (Vitrifikation) in der
Gefrierschutzlosung entstehen.

3.2.2. Einfluss von Vorkiihltemperatur, Gefrierrate und
Auftaugeschwindigkeit

Bereits in Kap. 1.2 wurde darauf hingewiesen, dass der Temperaturbereich, in
welchem sich Kristalle bilden, sowie die Geschwindigkeit des Kristallwachs-
tums in grossem Masse von der Art und Konzentration der Gefrierschutzlo-
sung abhidngig sind. Zusitzlich wird das Kristallwachstum stark konzentrier-
ter Losungen erheblich durch die Gefrier- und Auftaugeschwindigkeit beein-
flusst, da durch rasches Einfrieren und Auftauen die Zeitdauer, wihrend der
die Kristalle wachsen konnen, verkiirzt wird. Des weitern sinkt der Gefrier-
punkt mit zunehmender Kithlgeschwindigkeit in einen tieferen Temperaturbe-
reich (MACFARLANE 1987), und beim Erwdrmen wird die Devitrifikationstem-
peratur mit zunehmender Auftaurate nach oben verschoben, wodurch der Kri-
stallwachstumsbereich verkleinert wird (BoutroN und KAUFMANN 1978, Bou-
TRON et al. 1982, 1986). Der Einfluss dieser Faktoren wurde mit Glyzerinls-
sungen in Konzentrationen von 40% bis 60% getestet. Sofern nichts weiter
bemerkt ist, betrug die Einwirkungszeit der Gefrierschutzlosungen stets 90
Minuten. In dieser Arbeit und speziell in diesem Kapitel werden mehrmals
Literaturwerte von Glyzerinlosungen erwihnt. Weil dort die Konzentrationen
in Gewichtsprozenten angegeben sind, mussten sie fiir einen direkten Ver-
gleich in Volumenprozente umgerechnet werden. Dazu wurden die Dichten
von 20°C gewihlt, die fiir Wasser 998 g/l, fiir Glyzerin nach Fluka 1262 g/l
betragen.
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Bei 50% Glyzerin liegt die minimale Kiihlrate, die bei Lemna minor eine le-
tale Kristallisation verhindert, zwischen -1.8 und -3.2°C/Min. (Fig. 11). Bei
raschem Kiihlen sind die Uberlebensraten immer recht hoch, und allfillige
Unterschiede scheinen in keinem Zusammenhang mit der verwendeten Kiihl-
rate zu stehen. Beim Vergleich zwischen rascher Abkiihlung durch direktes
Eintauchen der Proben in fliissigen Stickstoff und dem Einfrieren mit dem
Gefrierapparat, wobei verschiedene Einwirkungszeiten getestet wurden, ist
zwar die Uberlebensrate der rasch eingefrorenen Pflanzen meist tiefer (Fig.
12), eine klare Aussage ist indes nicht moglich. Sehr rasche Temperaturunter-
schiede werden offenbar von den Pflanzen gut ertragen, wenn auch eine kon-
trollierte Temperaturabsenkung mittels Gefrierapparat etwas schonender sein
konnte. Bei zu langsamem Kiihlen bis auf -125°C stirbt ein grosser Teil der
Knospen in einem engen Temperaturbereich von ungefiahr 10°C ab (Fig. 13).
Da Proben, die wihrend 90 Minuten auf einer Vorkiihltemperatur von -25°C
gehalten wurden, welche nach LANE (1925) 3°C iiber dem Schmelzpunkt
liegt, und danach mit 10°C/Min. gekiihlt wurden, gut iiberleben (Fig. 14),
kann eine Schiddigung durch zu lange Einwirkung des Gefrierschutzmittels
ausgeschlossen werden. Vielmehr diirften die Gewebe unterhalb -40°C direkt
oder indirekt durch wachsende Eiskristalle in der Gefrierschutzlosung abgeto-
tet werden, wie dies auch aus Tabelle 14 (Kap. 3.7) hervorgeht. Bestimmun-
gen von Nukleationstemperaturen wurden bisher nur selten durchgefiihrt. Als
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Kiihlgeschwindigkeit

&)

Z

B 15l 1 -1.00°C/Min. (T-1251)
e 2 -1.25°C/Min. (T-125/1.25)
g 08 3 -1.79°C/Min. (T-125/1.79)
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Fig. 11. Einfluss der Kiihlgeschwindigkeit auf die Uberlebensrate von Lemna minor. Als
Gefrierschutzmittel wurde 50% Glyzerin verwendet, das 90 Minuten vor dem Einfrieren
dazugegeben wurde.

Effect of cooling rate on the survival of Lemna minor. 50% glycerol was used as cryopro-
tectant which was added 90 minutes before freezing.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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Fig. 12. Uberlebensrate von Lemna minor-Pflanzen, die entweder mit dem Gefrierapparat
oder durch direktes Eintauchen der Kryorohrchen in fliissigen Stickstoff tiefgekiihlt wur-
den. Die Pflanzen wurden nach verschieden langer Vorbehandlung (EWZ) in 50% Glyze-
rin tiefgefroren.

Survival of Lemna minor plants which were cooled with the freezing apparatus or by di-
rect plunging of the cryotubes in liquid nitrogen. The plants were frozen in the presence of
50% glycerol following incubation for different time periods (EWZ).

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond

Uberlebensrate [TG/MG]
o
oo

0.0 -
Vorkiihlt. -13° -25° -30° -35° -37° -40° -45° -50° -75° -100°
L (T-131) (T-13n) (T-13n) (T-13n1)  (T-13n) (T-131) (T-131)  (T-131)  (T-1301)  (T-1371)

Fig. 13. Einfluss der Vorkiihltemperatur auf die Uberlebensrate von Lemna minor. Als
Gefrierschutzmittel wurde 50% Glyzerin verwendet, das 90 Minuten vor dem Einfrieren
dazugegeben wurde.

Effect of prefreezing temperature on the survival of Lemna minor. A glycerol solution of
50% was used as cryoprotectant which was added 90 minutes before freezing.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond



- 51 -

Kiihlprogramm

B8 T2 (R=-10°C/Min. t, =10 Min.)
T-25n16 (R =-10°C/Min. t, =90 Min.)
T-1251 (R =-1°C/Min.)

Uberlebensrate [TG/MG]

Fig. 14. Einfluss des Glyzeringehalts auf die Uberlebensrate von Lemna minor unter An-
wendung von zwei verschiedenen Kiihlraten. (R = Kiihlrate im Kristallwachstumsbereich
des Gefrierschutzmittels, t,, = Dauer der Ausgleichsphase bei der Vorkiihltemperatur). Die
Gefrierschutzmittelzugabe erfolgte 90 Minuten vor dem Einfrieren.

Effect of glycerol concentration on the survival of Lemna minor using two different
cooling rates (R = cooling rate in the range of crystal growth of the cryoprotectant, t,, =
time of annealing at the prefreezing temperature). The cryoprotectant was added 90 mi-
nutes before freezing.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond

B8 Gefrierapparat (T-25/1a)
Eintauchen in fl. Stickstoff
dir, Eintauchen in fl. Freon
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Fig. 15. Einfluss von Gefriermethoden, die sich beziiglich Kiihl- und Auftaugeschwindig-
keit unterscheiden, auf die Uberlebensrate von Lemna minor, wenn als Gefrierschutzmittel
verschieden konzentrierte Glyzerinlosungen verwendet werden. Die Losungen wurden 90
Minuten vor dem Einfrieren dazugegeben.

Effect of freezing methods, differing in their rate of cooling and thawing, on the survival
of Lemna minor using different concentrations of glycerol as cryoprotectant. The solu-
tions were added 90 minutes before freezing.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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besten Vergleich dazu konnen die mit einem "Differential Scanning Calorie-
meter" (DSC) durchgefiihrten Messungen von BouTRON (1986) herangezogen
werden, der flir 44.2% Glyzerin bei einer Kiihlrate von -5°C/Min. den Ge-
frierpunkt bei -50°C ermittelte. Bei 50% Glyzerin wire somit eine niedrigere-
re Gefriertemperatur zu erwarten. JocHEM und KORBER (1987) weisen aller-
dings darauf hin, dass die fiir DSC-Messungen verwendeten Losungsmengen

im Mikroliterbereich liegen und daher viel stidrker unterkiihlen diirften als die

hier gebrauchten Mengen. Zudem scheinen die Wasserlinsen oder die zum

Untertauchen der Pflanzen verwendeten Stempel eine verfriihte Nukleation zu

verursachen, da 50% Glyzerin, das ohne Pflanzenmaterial mit 1°C/Min. ge-

kiihlt wird, bei -50°C noch fliissig ist.

Fiir Losungen mit geringerem Glyzeringehalt sind die mit dem Gefrierapparat

moglichen Kiihlraten zu niedrig, um eine starke Kristallisation der Gefrier-

schutzmittel zu verhindern (siehe Kap. 3.7), wodurch ein grosser Teil der

Knospen abgetotet wird (Fig. 15). Nach BouTtron (1986) wird praktisch keine

Kristallisationsenergie freigesetzt, wenn 44.2% Glyzerin mit mindestens

80°C/Min., 39.4% Glyzerin mit mindestens 320°C/Min. gekiihlt wird. Damit

sollten zumindest bei 45% Glyzerin beim Eintauchen der Kryorohrchen in
fliissigen Stickstoff keine Kristalle entstehen, beim direkten Eintauchen der

Proben in fliissiges Freon auch bei 40% Glyzerin nicht. Dass die Uberlebens-

raten bei Einfrierversuchen mit diesen beiden Losungen trotzdem verhiltnis-

massig niedrig sind, konnte an den folgende zwei Punkten liegen:

1. Die kritische Wirmerate zur Verhinderung jeglichen Kristallwachstums ist
allgemein dem Betrage nach bedeutend grosser als die minimale Kiihlrate
(MeHL und BouTtroN 1987, BouTroN 1988). Als kritische Wirmeraten ge-
ben BouTtroN und KaurMann (1978) fiir 44.2% Glyzerin 7:107 °C/Min. und
fiir 39.4% Glyzerin 10" °C/Min. an, die hier, selbst bei sehr raschem Auf-
tauen von in fliissigem Freon gekiihlten Proben, mit Sicherheit nicht er-
reicht werden konnten. Die vergleichsweise hohe Uberlebensrate der mit
40% Glyzerin eingefrorenen Pflanzen unter Anwendung der Freonmethode
weisen zwar auf ein vermindertes Kristallwachstum hin, das aber offenbar
noch zu rasch ist, um schwerwiegende Verletzungen zu vermeiden.

2. Wie bereits im vorangegangenen Kapitel bemerkt wurde, sind die Knospen
nach einer Vorbehandlung mit 40% Glyzerin vermutlich zu wenig dehy-
driert, um ein langsames Tieffrieren und Auftauen im Wasserbad lebend zu
tiberstehen. Es wire moglich, dass der Wassergehalt der Zellen selbst fiir
sehr rasches Abkiihlen und Auftauen noch zu hoch ist.

Nach Kap. 3.7 entstehen auch bei 50% Glyzerin beim Auftauen im Wasser-
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Fig. 16. Einfluss der Auftaugeschwindigkeit auf die Uberlebensrate von Lemna minor
Pflanzen, die mit dem Gefrierapparat tiefgekiihlt wurden. Als Gefrierschutzmittel wurden
50% und 60% Glyzerin verwendet. Die Zugabe erfolgte 90 Minuten vor dem Einfrieren.
Effect of thawing rate on the survival of Lemna minor plants cooled with the freezing ap-
paratus. Glycerol solutions of 50% and 60% were used as cryoprotectants which were
added 90 minutes before freezing.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond

bad Kristalle, deren Wachstum aber offenbar zu langsam ist, als dass die
Knospen wihrend der kurzen Auftauphase gravierende Schidden erleiden wiir-
den. Werden die Pflanzen langsam aufgetaut, wird ein Grossteil der Knospen
abgetotet (Fig. 16). Die Wachstumshemmung durch das Gefrierschutzmittel
ist aber trotzdem recht hoch, da sowohl bei geméchlichem Abkiihlen wie auch
langsamem Auftauen stets ein kleiner Teil der Knospen iiberlebt.

Bei 60% Glyzerin ist, unabhidngig von der Auftaurate, kaum eine Kristallbil-
dung zu erwarten. Selbst beim Erwirmen einer vitrifizierten, 54.3% Glyzerin-
16sung mit rund 13°C/Min. konnte LUYET (1960) keine Kristallisation nach-
weisen und VIGIER und VASSOILLE (1987) konnten bei derselben Losung bei
einer Auftaurate von 0.3°C/Min. lediglich eine geringe Kristallisation beob-
achten. Es erscheint daher nicht iiberraschend, dass bei der Verwendung von
60% Glyzerin, selbst nach langsamem Auftauen mit 3°C/Min., sehr viele
Knospen tiberleben.

3.2.3. Einfluss der verwendeten Kulturmedien

Von Pflanzen synthetisierte Stoffe wie verschiedene Zucker (SAKAI und
YosHipA 1968), Aminosduren, insbesondere Prolin (MEYER 1983, WITHERS
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und KinG 1979) sowie Proteine (HEBErR 1970) konnen die Gefrierresistenz
deutlich erhohen. Da die Art des Ndhrmediums nicht unwesentlich die Zu-
sammensetzung des Zellsafts mitbestimmen kann, wurde der Einfluss der bei-
den am Institut gebrduchlichen Agarmedien (Hillman und Hutner) auf die Ge-
frierresistenz der Pflanzen untersucht. Letztere wurde auch als Nihrlosung
getestet. Nach dem Auftauen miissen die Knospen auswachsen, ohne dass sie
von den nun abgestorbenen Gliedern mit Nahrung versorgt werden konnen.
Weitere Untersuchungen zielten daher darauf hin, festzustellen, wie wichtig
das Vorhandensein einer C-Quelle (Saccharose) fiir die Regeneration der
Knospen ist. Zu Vergleichszwecken wurden zu diesem Thema noch Versuche
mit Lemna valdiviana und Lemna minuscula durchgefiihrt. Samtliche Pro-
ben wurden mit dem Gefrierapparat in 50% Glyzerin tiefgefroren.

Auf Hutner-Agar gewachsene Lemna minor-Pflanzen sind deutlich weniger
gefrierresistent als jene von Hillman-Agarkulturen (Fig. 17). Die gleiche Ten-
denz zeichnet sich bei den beiden anderen untersuchten Arten ab (Fig. 18).
Die beiden Nihrmedien unterscheiden sich nicht unwesentlich in der Nitrat-
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0.6
0.4
0.2

0.0 : - e N % ot 1% ; Rt :
Kulturm, Hillman Hutner Hillman Hutner
Referenz Kryokonservierung

Uberlebensrate [TG/MG]
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Fig. 17. Vertriglichkeit gegeniiber 50% Glyzerin von Lemna minor-Pflanzen, die auf zwei
verschiedenen Agar-Nidhrmedien kultiviert wurden, sowie Einfluss dieser Ndhrmedien auf
die Gefrierresistenz. Die Pflanzen wurden mit dem Gefrierapparat in 50% Glyzerin tiefge-
kiihlt.

Tolerance to 50% glycerol of Lemna minor plants grown on two different agar nutrients
and effect of these nutrient media on freezing resistance. The plants were cooled with the
freezing apparatus in the presence of 50% glycerol.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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Fig. 18. Einfluss von zwei Agar-Nihrmedien auf die Uberlebensrate von Lemna valdivia-
na- und Lemna minuscula-Pflanzen, die mit dem Gefrierapparat in 50% Glyzerin tiefge-
froren wurden. Von jeder Art sind die durchschnittlichen Uberlebensraten von je 5 Stim-
men dargestellt. Von Lemna valdiviana wurden die Stamme 7005, 7227, 7284, 7288 und
7329; von Lemna minuscula die Stimme 6600, 6711, 6726, 6737 und 8739 verwendet.
Die Daten der einzelnen Versuchsreihen sind in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Effect of two agar nutrients on the survival of Lemna valdiviana and Lemna minuscula
plants cooled with the freezing apparatus in the presence of 50% glycerol. For each spe-
cies the average survival rates of 5 clones are shown. The clones of Lemna valdiviana
used are 7005, 7227, 7284, 7288 and 8739, those of Lemna minuscula 6600, 6711, 6726,
6737 and 8739. Data of all series of experiments are shown in Table 6.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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E% 0.6 - K1 Kryokonserv., EWZ = 45 Min.
% E 04 | K2 Kryokonserv., EWZ = 90 Min.
g 02 . é K3 Kryokonserv., EWZ = 210 Min.
00 LEE é L K4 Kryokonserv., EWZ = 360 Min.
R K1 K2 K3 K4

Fig. 19. Vertriglichkeit gegeniiber 50% Glyzerin von Lemna minor-Pflanzen, die aus Hut-
ner-Fliissigkulturen stammen (R), sowie Einfluss dieser Nihrlosung auf die Gefrierresi-
stenz (K1-K4). Die Pflanzen wurden mit dem Gefrierapparat in 50% Glyzerin gekiihlt.
Tolerance to 50% glycerol of Lemna minor plants grown on Hutner nutrient solution (R),
and the effect of this nutrient solution on freezing resistance (K1-K4). The plants were
cooled with the freezing apparatus in the presence of 50% glycerol.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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konzentration (siehe Tab. 2), wodurch bekanntlich die Aminosiure- und Pro-
teinproduktion beeinflusst wird. Da gewisse Proteine nukleationshemmende
oder membranstabilisierende Eigenschaften aufweisen (siehe Kap. 1.3), wire
es vorstellbar, dass eine nitratreiche Erndhrung, wie sie durch die Hillman-
Losung gewihrleistet ist, unter Umstdnden zu einer erhohten Gefrier- wie
auch Osmoresistenz fithren kann (siehe auch Kap. 4.1). Besonders ungeeignet
fiir die Kryokonservierung sind Pflanzen aus Hutner-Fliissigkulturen (Fig.
19). Da diese trotz der erleichterten Fliissigkeitsaufnahme keinen hoheren
Wassergehalt aufweisen als jene aus entsprechenden Agarkulturen (vgl. Kap.
3.6), konnte auch hier ein andersartiger, an die Fliissigkulturbedingungen an-
gepasster Membranaufbau die Ursache der geringen Toleranz gegeniiber 50%

1.8 -
1.6 1 Jj
1.4 - ‘0

12 -
1.0 -
0.8 -
0.6 1
0.4 1
0.2 -

0.0 ] T ST 1
Kulturm. mit Zucker ohne Zucker mit Zucker ohne Zucker
Lemna minor Lemna valdiviana

Referenz UR okonservierung UR
10d g€ V™04
Referenz UR,, * B8 Kryokonservierung UR,y*

Uberlebensrate [TG/MG]

T

Fig. 20. Einfluss von Saccharose im Weiterzuchtmedium auf das Uberleben der Knospen
tiefgefrorener (Gefrierapparat) und nicht eingefrorener Pflanzen von Lemna minor (8765)
und Lemna valdiviana (8845). Die Einwirkungszeit des Gefrierschutzmittels (50% Glyze-
rin) betrug bei Lemna minor 90, bei Lemna valdiviana 30 Minuten. *Wegen dem verlang-
samten Wachstum auf der zuckerfreien Nihrlésung konnte die abschliessende Auszéhlung
der ausgewachsenen Knospen jeweils erst nach 60 (UR,) anstatt 30 Tagen durchgefiihrt
werden.

Effect of sucrose in the nutrient medium for recovery on the survival of buds of frozen
(freezing apparatus) and non-frozen plants of Lemna minor (8765) and Lemna valdiviana
(8845). Lemna minor was pretreated with the cryoprotectant (50% glycerol) for 90 min-
utes, Lemna valdiviana for 30 minutes. *For the reason of slow growing on the sugar-free
nutrient solution, the final count of recoverd buds was done after 60 days ( 0R60 4) instead
of 30 days.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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Glyzerin und der niedrigen Gefrierresistenz sein. Ahnlich wie bei auf Agar
gewachsenen und mit 80% Glyzerin tiefgefrorenen Pflanzen iiberleben am
meisten Knospen, wenn nach relativ kurzer Einwirkungszeit tiefgefroren
wird. Die Frage, ob die rasche Abnahme der Uberlebensrate von auf Fliissig-
kulturen gewachsenen Pflanzen mit einer iibermidssigen Dehydration der Zel-
len zusammenhingt, da die Plasmamembran dieser Pflanzen moglicherweise
einen erhohten Wasseraustritt erlaubt, oder ob die Membranen gegeniiber ho-
hen osmotischen Potentialen weniger druckresistent sind, kann anhand der
ausgefiihrten Experimente nicht beantwortet werden.

Fiir die Weiterzucht aufgetauter Wasserlinsen spielt Saccharose als C-Quelle
eine bedeutende Rolle (Fig. 20). Bei mit 50% Glyzerin behandelten, aber
nicht eingefrorenen Lemna minor-Pflanzen konnte hingegen kein Unter-
schied beziiglich Uberlebensrate zwischen auf saccharosehaltiger und saccha-
rosefreier Nihrlosung weitergeziichteten Pflanzen gefunden werden, wenn
auch die Entwicklung der Knospen bei Abwesenheit von Saccharose bedeu-
tend mehr Zeit in Anspruch nimmt. Offenbar sind die Knospen nicht auf eine
Nahrungsversorgung durch die Mutterglieder angewiesen. Im Gegensatz dazu
ist Saccharose fiir die Regeneration kryokonservierter Knospen sehr wichtig.
Zwar konnten bei Lemna minor zehn Tage nach dem Auftauen, unabhiangig
vom Zuckergehalt, gleich viele iliberlebende Knospen gezidhlt werden, doch
konnen ohne Saccharose bedeutend weniger Knospen zu neuen Pflanzen aus-
wachsen. Durch die Kryokonservierung scheint eine zusitzliche Schwichung
oder Schddigung der Gewebe aufzutreten, die in vielen Féllen nur dank dem
Vorhandensein von Saccharose kein Absterben zur Folge hat. Ahnliche Beob-
achtungen konnen bei Lemna valdiviana (Stamm 8845) gemacht werden. Al-
lerdings wachsen hier bereits bei den Referenzproben auf saccharosefreier
Néhrlosung weniger Knospen aus, als wenn Saccharose vorhanden ist, ob-
wohl nach zehn Tagen noch gleich viele lebende Knospen ermittelt werden
konnen. Bei kryokonservierten Exemplaren ist die Uberlebensrate von auf
saccharosefreier Nihrlosung gehaltenen Pflanzen bereits nach zehn Tagen ge-
ringer als jene auf saccharosehaltiger Nihrlosung weiterkultivierter Pflanzen.
Ohne Saccharose konnen sich aber diese Knospen nicht entwickeln, wenn
auch einige wenige Knospen iiber Monate am Leben und dabei regenerations-
fahig bleiben. So konnte bei einem anderen Stamm dieser Art (8701) eine
Knospe, die vier Monate nach dem Auftauen noch lebte, nach dem Ubertra-
gen auf eine saccharosehaltige Hutner-Nahrlosung zu einer neuen Pflanze
auswachsen.
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3.2.4. Einfluss des Kulturalters

Wie aus Kap. 3.2.3 hervorgeht, spielt der physiologische Zustand der Zellen
bei der Kryokonservierung eine wichtige Rolle. Dieser wird nicht nur durch
das Nidhrmedium, sondern auch durch das Alter der Kultur beeinflusst. Be-
sonders deutlich ist der Zusammenhang zwischen Gefrierresistenz und physi-
ologischem Zustand bei Zellkulturen. In den meisten Fillen weisen diese eine
besonders hohe Uberlebensrate kurz vor und wihrend der exponentiellen
Wachstumsphase auf (SuGawara und Sakar 1974, WiTHErs 1978, 1985b,
DIeTTRICH et al. 1986, REUFF et al. 1988). Nach VAN DErR MEER und SIMPSON
(1984) zeigt die Rotalge Gracilaria tikvahiae in der aktiven Phase ebenfalls
eine erhohte Gefrierresistenz, bei Chlorella-Kulturen anderseits eignet sich
die stationdre Phase am besten zur Kryokonservierung (Morris 1976). Bei
Meristemkulturen ist deren Alter ebenfalls von Bedeutung. So miissen abge-
schnittene Vegetationsspitzen meist einige Tage auf einem Ndhrmedium ge-
halten werden, bevor sie erfolgreich kryokonserviert werden konnen (TowiLL
1981 und DEREUDDRE et al. 1988).

Der physiologische Zustand von Lemnaceae diirfte sich in den Agarkulturen
aus folgenden Griinden im Laufe der Zeit ebenfalls d&ndem:

g Kulturalter
E 20 Tage
Py £z [#e%d 50 Tage
g :3; : B3 80 Tage
3 g‘; 110 Tage
F = 140 Tage

Referenz

Fig. 21. Uberlebensrate eingefrorener (Gefrierapparat) und nicht eingefrorener Lemna mi-
nor-Pflanzen in Abhingigkeit des Kulturalters. Die Proben wurden wihrend 90 Minuten
mit dem Gefrierschutzmittel (50% Glyzerin) behandelt. Das Einfrierexperiment wurde ein-
mal wiederholt.

Survival of frozen (freezing apparatus) and non-frozen Lemna minor plants in relation to
the age of culture. The samples were treated for 90 minutes with the cryoprotectant (50%
glycerol). The freezing experiment was repeated once.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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- Nach rund 30 Tagen ist die Agaroberfliche bei Lemna minor-Kulturen
liberwachsen, und die vegetative Vermehrung wird stark gebremst.
- Der Nihrstoffgehalt des Agars diirfte bei alten Kulturen mehr oder weniger
aufgebraucht sein.
- Der Agar trocknet allmdhlich aus. Die Nihrstoffaufnahme wird dadurch er-
schwert und der Wassergehalt der Zellen nimmt ab (vgl. Kap. 3.6).
Aus diesen Griinden wurde das Gefrierverhalten von Lemna minor aus ver-
schieden alten Hillman-Agarkulturen untersucht (Fig. 21). Die Gefrierexperi-
mente wurden zweimal durchgefiihrt, wobei die Nidhrmedien aus zwei ver-
schiedenen Herstellungsserien stammten. Die Proben wurden mit dem Ge-
frierapparat in 50% Glyzerin tiefgefroren.
Aus Pflanzen von jungen, sich in einem Vermehrungsstadium befindenden
Kulturen wachsen nach einer Behandlung mit Glyzerin bedeutend mehr
Knospen als aus solchen von sehr alten Kulturen (140 Tage), obwohl diese
Pflanzen gleich viele Knospen aufweisen wie die der frischen Kulturen (siehe
Kap. 3.5). Es wire allerdings moglich, dass bei alten Kulturen verschiedene
Knospen geschwicht und nicht mehr fihig sind auszuwachsen, weil der Agar
dieser Kulturen bereits sehr stark ausgetrocknet und geschrumpft ist. Des wei-
tern sollte auch in Betracht gezogen werden, dass sich der Membranaufbau
mit zunehmendem Alter dndern konnte, moglicherweise derart, dass die Os-
motoleranz der Zellen abnimmt. Sehr alte Kulturen eignen sich somit fiir die
Kryokonservierung weniger gut, aber auch junge Kulturen zeigen trotz der
guten Vertraglichkeit gegeniiber 50% Glyzerin eine vergleichsweise geringe
Gefrierresistenz. Pflanzen aus mittleren Altersklassen sind besonders gefrier-
resistent, wobei das optimale Kulturalter variieren kann. So fand bei den Kul-
turen fiir das zweite Experiment wahrscheinlich eine bedeutend raschere Alte-
rung statt. Dies hidngt moglicherweise mit der Festigkeit der Agars zusam-
men, die erfahrungsgemass zwischen den einzelnen Herstellungsserien unter-
schiedlich sein kann. Des weitern muss in Betracht gezogen werden, dass der
Wassergehalt des Agars wihrend der Aufbewahrung bei 3°C allméhlich ab-
nehmen und somit der anfdangliche Feuchtigkeitsgehalt je nach Lagerdauer
unterschiedlich sein diirfte. Es muss auch erwihnt werden, dass die Pflanzen
nach dem Abimpfen auf Agarrohrchen eine Angewohnungszeit bendtigen, die
nicht konstant ist.
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3.2.5. Stickstofflagerung iiber lingere Zeitraume

Aus den in Kap. 1.1 angefiihrten Griinden sollte eine Langzeitlagerung von
lebendem Material in fliissigem Stickstoff problemlos sein. Verschiedene Au-
toren erbrachten den Nachweis, dass pflanzliches Material in Form von Fliis-
sigkulturen (RotH 1983, DIETTRICH et al. 1985, STrAUSS et al. 1985, REUFF et
al. 1988), als Kalluskultur (ULrICH et al. 1984), Knospen (SAkal und NISHIYA-
MA 1978) oder Meristemkulturen (Basas 1981, 1983a,b) bedenkenlos fiir min-
destens ein Jahr bei tiefsten Temperaturen aufbewahrt werden kann. Aller-
dings nahm bei Saks (1978) die Uberlebensrate von verschiedenen Algenar-
ten, die er zwischen einem Tag und einem Jahr in fliissigem Stickstoff tiefge-
froren hielt, mit zunehmender Lagerdauer ab. Eine mogliche Ursache hierfiir
gibt er nicht an.

Lemna minor wurde wihrend maximal 21 Monaten in fliissigem Stickstoff
gelagert (Fig. 22). Die Proben stammten aus Agarrohrchen der gleichen Her-
stellungsserie und wurden gleichzeitig mit dem Gefrierapparat eingefroren.
Danach wurde alle drei Monate Material aufgetaut, ausser der ersten Pro-
beentnahme, die bereits nach 40 Tagen stattfand. Mit Ausnahme der nach
neun Monaten aufgetauten Pflanzen, deren Uberlebensrate aussergewohnlich

Uberlebensrate [TG/MG]

40 3 6 9 12 15 18 21
Tage Mon. Mon. Mon. Mon. Mon. Mon. Mon.

Fig. 22. Einfluss der Lagerdauer (40 Tage bis 21 Monate) in fliissigem Stickstoff auf die
Uberlebensrate von Lemna minor. Als Gefrierschutzmittel wurde 50% Glyzerin verwen-
det, das 90 Minuten vor dem Einfrieren dazugegeben wurde. Alle Proben wurden gleich-
zeitig mit dem Gefrierapparat tiefgefroren.

Effect of storage duration (40 days to 21 months) in liquid nitrogen on the survival of
Lemna minor. 50% glycerol was used as cropyoprotectant added 90 minutes before freez-
ing. All specimens were frozen simultaneously with the freezing apparatus.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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hoch war, ist die Vitalitdt der Pflanzen, unabhingig von der Lagerdauer,
gleich gut. Es kann wohl davon ausgegangen werden, dass sowohl Lemna
minor als auch andere Lemnaceae-Arten fiir lange Zeit ohne Qualititsein-
busse in fliissigem Stickstoff aufbewahrt werden konnen.

3.3. ANWENDUNG VIELVERSPRECHENDER METHODEN BEI
VERSCHIEDENEN ARTEN UND STAMMEN

3.3.1. Testung simtlicher Lemnoideae-Arten

Anhand der mit Lemna minor gewonnenen Daten und Erkenntnisse wurde

eine fiir diese Art optimale Methode entwickelt, die nun bei der Kryokon-

servierung aller Lemnoideae-Arten angewandt wurde. Von jeder Art wurden
meist zwel bis dre1 Stimme getestet (Fig. 23). Es muss dazu bemerkt werden,
dass fiir einige Schritte mehrere gleich gute Varianten zur Auswahl standen,

wie beispielsweise bei der Wahl der Glyzerinkonzentration (50% bis 60%)

oder der Kiihlgeschwindigkeit (rascher als -3°/Min.). Da Lemna minor eine

eher robuste Art sein diirfte, wurde in solchen Fillen die voraussichtlich scho-
nendste Variante gewdhlt. Das Verfahren enthilt daher die folgenden Schritte:

- Anzucht auf saccharosehaltigem Hillman-Agar, meist wiahrend 50 Tagen.

- Verwendung von 50% Glyzerin als Gefrierschutzmittel.

- Vorbehandlung mit dem Gefrierschutzmittel wiahrend 90 Minuten bei Zim-
mertemperatur.

Einfrieren mit dem Gefrierapparat (Programm: T-25/1a).

- Auftauen der Kryorshrchen im 30°C-Wasserbad.

- Weiterzucht der Pflanzen auf saccharosehaltiger Hutner-Losung. (Bemer-
kung: Die Hillman-Niahrstoffzusammensetzung wurde am Geobotanischen
Institut praktisch nie fiir Fliissigkulturen verwendet und daher hier nicht als
Weiterzuchtmedium getestet).

Weil sich nicht alle Arten gleich rasch vermehren, musste die Dauer der An-

zucht teilweise abgedndert werden. Lemna disperma-Kulturen beispielsweise

altern sehr rasch und mussten daher nach spitestens 30 Tagen eingefroren
werden. Bei einzelnen Arten und Stimmen ist bereits nach der 90-miniitigen

Vorbehandlung mit 50% Glyzerin ein Grossteil der Knospen abgestorben.

Aus diesem Grund wurde mit allen Stimmen eine weitere Versuchsreihe mit

verkiirzter Einwirkungszeit (30 Minuten) durchgefiihrt, deren Resultate eben-

falls in der Figur 23 dargestellt sind.
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Fig. 23. Testung aller Lemnoideae-Arten — Testing of all Lemnoideae species.

1. Sdule:

I* column:
2. Saule:

2™ column:
3. Séule:

3 column:

Uberlebensrate nicht eingefrorener Pflanzen, nach einer 90-miniitigen Behand-
lung mit 50% Glyzerin.

Survival of non-frozen plants treated for 90 minutes with 50% glycerol.
Uberlebensrate eingefrorener Pflanzen, die mit dem Gefrierapparat in 50%
Glyzerin 90 Minuten nach der Gefrierschutzmittelzugabe tiefgekiihlt wurden.
Survival of frozen plants, cooled with the freezing apparatus in the presence
of 50% glycerol, 90 minutes after addition of the cryoprotectant.
Uberlebensrate eingefrorener Pflanzen, die mit dem Gefrierapparat in 50%
Glyzerin 30 Minuten nach der Gefrierschutzmittelzugabe tiefgekiihlt wurden.
Survival of frozen plants, cooled with the freezing apparatus in the presence
of 50% glycerol, 30 minutes after addition of the cryoprotectant.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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Fig. 23 (Forts. — continued)
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Fig. 23 (Forts. — continued)

Mit verschiedenen weiteren Stimmen wurden ebenfalls Kryoversuche durch-
gefiihrt. Dabei kamen auch andere Methoden zur Anwendung, gekiihlt wurde
jedoch immer mit dem gleichen Einfrierprogramm (T-25/1a). Die Resultate die-
ser Experimente sind in den Tabellen S und 6 aufgefiihrt, wobei die fiir Tabel-
le 5 verwendeten Kulturen 90, die restlichen 50 Tage alt waren.

Zwischen den Arten, wie auch zwischen den Stimmen innerhalb einer Art
konnen grosse Unterschiede beziiglich der Gefrierresistenz und der Toleranz
gegeniiber der starken osmotischen Wirkung von 50% Glyzerin festgestellt
werden. Praktisch alle Autoren, die Kryokonservierungsversuche entweder
mit verschiedenen Arten aus der gleichen Gattung (REeD 1989) oder mit ver-
schiedenen Stimmen und Rassen einer Art (CHEN et al. 1984a, DEREUDDRE et
al. 1987, PoLito und Luza 1988, TYLER et al. 1988) durchfiihrten, konnten be-
ziiglich Gefrierresistenz ebenfalls betrdchtliche Unterschiede zwischen den
einzelnen Arten beziehungsweise Stimmen feststellen. TowiLL (1984), der so-
wohl mit verschiedenen Solanum-Arten, wie auch mit einigen Kulturformen
von Solanum tuberosum arbeitete, kam zum selben Schluss.

Bei 50 Tage alten Kulturen konnten von jeder Art, mit Ausnahme von Spiro-
dela polyrrhiza, bei zumindest einem Stamm auswachsende Tochterglieder
nachgewiesen werden. Wie jedoch aus Tabelle 5 hervorgeht, wurden mit alten
Spirodela polyrrhiza-Kulturen ebenfalls positive Resultate erzielt. Diese Er-
gebnisse waren jedoch seither nicht mehr reproduzierbar. Lemna minor ist
offenbar eine sehr robuste Art und fiir eine Lagerung in fliissigem Stickstoff
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Tab. 5. Uberlebensraten (UR) von Lemnoideae-Stimmen, die mit dem Gefrierapparat ein-
gefroren wurden. Als Gefrierschutzmittel wurde Glyzerin in verschiedenen Konzentratio-
nen verwendet.

Survival (UR) of Lemnoideae clones cooled with the freezing apparatus. Glycerol of dif-
ferent concentrations was used as cryoprotectant.

+ <0.1 TGMG +++  0.2-0.4 TG/MG
++ 0.1-0.2 TG/MG ++++ > 0.4 TG/MG
TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
Art Stamm Anzucht- Glyzerin EWZ UR
medium [%] [Min.]
Spirodela intermedia | 8818 Hillman 50 30 +
Spirodela polyrrhiza | 7520 Hillman 50 30/60 neg./+
8759 Hillman 50 30/60 +/neg.
8786a Hillman 50 30/60 neg./+
Spirodela punctata 8757 Hillman 50 30/60 bbbt
Lemna gibba 7179 Hillman 50 30 ++
8760 Hillman 50 30/60 +++/+++
8761 Hillman 50 30/60 +++/++++
Lemna minor 8785 |  Hillman 50 30/60 ++++H/++++
Lemna trisulca 7172 Hillman ‘ 50 30/60 +++/++
7192 Hillman 50 30/60 neg./neg.
Lemna valdiviana 7515 Hutner 100 5 neg.
7546 Hillman 50 30/60 neg./neg.
7653 Hutner 50 30 neg.
7703 Hillman 50 60 +
7996 Hutner 100 5 +
8411 Hutner 50 30/60 A
8621 Hutner 50 30/60 neg./+
8658 |  Hutner 100 5 +
8662 | Hillman 100 5 neg.
8699 Hutner 50 60 neg.
8800 Hillman 50 30 s
8821 Hillman 50 30/60 ++++
8831 Hillman 50 30 ++
8836 Hutner 50 30/60 neg./neg.
8839 Hutner 50 30/60 neg./neg.
8843 Hillman 50 30/60 +/neg.
8880 Hillman 100 5 neg.
8900 Hillman 100 5 +
Lemna minuscula 6589 Hillman 100 5 neg.
8022 Hillman 50 30/60 +/neg.
8065 Hillman 100 5 +
8686 Hutner 100 5 neg.
8804 Hillman 50 30/60 ++
8810 Hutner | 50 30/60 neg./neg.
8835 Hutner 3 100 - | +
8857 Hillman | 50 30/60 neg./neg.
8860 Hillman 50 60 +
8879 Hutner 50 30/60 neg./neg.
8899 Hutner 50 30/60 neg./neg.




- 67 -

Tab. 6. Uberlebensraten [TG/MG] einiger Lemna valdiviana- und Lemna minuscula-
Stimme, die in 50% Glyzerin mit dem Gefrierapparat tiefgefroren wurden. Die Gefrier-
schutzmittelzugabe erfolgte 30 oder 60 Minuten vor dem Einfrieren.

Survival [TGIMG] of some Lemna valdiviana and Lemna minuscula clones cooled with
the freezing apparatus in the presence of 50% glycerol. The cryoprotectant was added 30
or 60 minutes before freezing.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond

Anz.-med. Hillman Hutner
Art
Stamm |EWZ=30 M. | EWZ=60 M. | EWZ=30 M.| EWZ=60 M.
Lemna valdiviana 7005 0.02 0.02 0.01 0.01
7227 0.03 0.13 0.02 0.06
7284 0.03 0.03 0.05 0.05
7288 0.01 0.14 0.01 0.04
7329 0.08 0.11 neg. 0.01
Lemna minuscula 6600 0.02 0.02 neg. neg.
6711 neg. 0.01 neg. neg.
6726 neg. 0.01 0.01 neg.
6737 neg. neg. neg. neg.
8739 0.01 0.02 neg. neg.

sehr gut geeignet. Alle iibrigen Arten sind bedeutend weniger gefrierresistent,
obwohl gewisse Stimme, beispielsweise die getesteten Lemna obscura-
Stamme, eine dhnlich hohe Toleranz gegeniiber dem Gefrierschutzmittel auf-
weisen wie jene von Lemna minor. Mit Ausnahme von Lemna minor und
Lemna trisulca ist die Uberlebensrate kryokonservierter Proben immer deut-
lich geringer als jene nicht eingefrorener Referenzproben, wenn die Einwir-
kungszeit 90 Minuten betrug. Durch die Verkiirzung der Einwirkungszeit auf
30 Minuten kann die Uberlebensrate der kryokonservierten Pflanzen nur in
wenigen Fillen eindeutig erhoht werden. Von den insgesamt 34 in Figur 23
getesteten Staimmen war dies lediglich bei je einem Stamm von Spirodela
punctata, Lemna trisulca und Lemna perpusilla der Fall.

3.3.2. Methodische Abinderungen bei vier Arten

TyLER und StusHNOFF (1984) konnten bei der Kryokonservierung von Knos-
pen einiger Apfelsorten bei der Anwendung derselben Methode ebenfalls un-
terschiedlich hohe Uberlebensraten der einzelnen Rassen ermitteln. Wurde je-
doch fiir jede Sorte eine eigene, optimal wirkende Methode entwickelt, konn-
te schlussendlich bei allen Sorten eine gleich hohe Uberlebensrate erzielt wer-
den. Die fiir Lemna minor konzipierte Methode diirfte fiir viele Arten eben-
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falls keinen optimalen Gefrierschutz bieten. Genau genommen miisste fiir je-

den Stamm eine eigene Methode entwickelt werden, was den Rahmen dieser

Arbeit aber bei weitem sprengen wiirde. Anhand von vier Arten, die auf die

im vorangegangenen Kapitel angewandte Methode recht unterschiedlich rea-

gieren, wurde versucht abzukliren, welche Anderungen sich am besten eig-

nen konnten. Die verwendeten Arten wurden aus den nachfolgend aufgefiihr-
ten Griinden ausgewihlt:

- Spirodela polyrrhiza, Stimme 7520 und 8786a: Die Art scheint von allen
Lemnoideae-Arten am schwierigsten zu kryokonservieren zu sein. Zudem
ertragt der Stamm 7520 die Einwirkung von 50% Glyzerin sehr schlecht.
Die Pflanzen wurden mit der gleichen, im vorangegangenen Kapitel be-
schrniebenen Methode eingefroren, die Glyzerinkonzentration wurde jedoch
auf 60% erhoht. Wegen der stirkeren Osmolaritit dieser Losung kommen
nur kiirzere Einwirkungszeiten um 30 Minuten in Frage. Beim Stamm
7520 wurden zudem einige Proben mit der Freonmethode tiefgefroren.

- Lemna ecuadoriensis, Stamm 8896: Die Uberlebensrate der tiefgefrorenen
Proben ist recht niedrig, obwohl die Art hohe Glyzerinkonzentrationen ver-
hiltnismissig gut ertrdgt. Sollten die Knospen wihrend der Kryokonser-
vierung hauptsdchlich durch Eiskristalle abgetotet werden, wire durch eine
Verminderung des Kristallwachstums (Erhohung der Gefrierschutzmittel-
konzentration oder Erhohung der Kiihl- und Auftaugeschwindigkeit) eine
markante Steigerung der Uberlebensrate zu erreichen.

- Lemna tenera, Stimme 9023 und 9024: Fiir diese sehr seltene und mogli-
cherweise vom Aussterben bedrohte Art sollte unbedingt eine zufrieden-
stellende Methode gefunden werden. Angewandt wurde die bereits bei
Spirodela polyrrhiza erwihnte Einfriermethode mittels Gefrierapparat und
60% Glyzerin als Gefrierschutzmittel.

- Lemna valdiviana, Stamm 7803: Die Pflanzen reagieren dusserst sensibel
auf 50% Glyzerin. Neben einer weiteren Senkung der Kristallbildung
konnte daher die Verminderung des osmotischen Stresses wiéhrend der
Einwirkungsphase eine wichtige Massnahme sein, um die Uberlebensrate
der kryokonservierten Pflanzen zu erhohen. Sofern nichts weiter erwédhnt
ist, wurden die Pflanzen mit dem Gefrierapparat tiefgekiihlt. Es wurden die
folgenden Methoden getestet:

1. Senkung des Glyzeringehalts auf 40%. Wie aus Versuchen mit Lemna
minor hervorgeht, diirfte mit dieser Gefrierschutzlosung hochstens ul-
trarasches Einfrieren und Auftauen (Freonmethode) erfolgreich sein.

2. Verwendung von 10% DMSO0-40% Glyzerin. Die Losung sollte dank
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der guten Membranpermeabilitdt fiir DMSO osmotisch weniger aktiv
sein. Obwohl bei Lemna minor die Uberlebensrate der Referenz da-
durch nicht erhtht werden konnte, kann nicht ausgeschlossen werden,
dass bei auf osmotische Anderungen sensibler reagierende Pflanzen ein
diesbeziiglicher Unterschied erkennbar ist. Nach den Versuchen mit
Lemna minor zu urteilen, sollte diese Losung einen gleich guten Ge-
frierschutz bieten wie 50% Glyzerin.

. Verkiirzung der Einwirkungszeit. Bei Lemna minor muss 50% Glyzerin

recht lange einwirken konnen, bis ein optimaler Gefrierschutz gewihr-
leistet 1st. Wird jedoch 80% Glyzerin verwendet, das die Knospen be-
reits nach kurzer Zeit ziemlich stark schadigt, ist die Uberlebensrate
kryokonservierter Pflanzen nach sehr kurzen Einwirkungszeiten am

Tab. 7. Titrationsverfahren, das bei Lemna valdiviana (Stamm 7803) in Fig. 31 ange-
wandt wurde.
Titration procedure applied to Lemna valdiviana (clone 7803 ) in Fig. 31.

Glyzerintitration: Die Pflanzen befanden sich in 7.5 ml sterilem Leitungswasser. Es
wurden total 22.5 ml einer 75% Glyzerinlosung in 15 Schritten dazutitriert. Das Zeitin-
tervall betrug 5 Minuten.

Glycerol titration: The plants were in 7.5 ml sterile tap water. A total of 22.5 ml of a
75% glycerol solution was added in 15 steps of 5 minutes each.

Titration von sterilem Leitungswasser nach dem Auftauen: Die Pflanzen befanden sich
anfinglich in 5 ml 50% Glyzerin. Es wurden total 122.4 ml Wasser in 15 Schritten da-
zutitriert. Das Zeitintervall betrug 5 Minuten.

Titration of sterile tap water after thawing: The plants were initially in 5 ml 50%
glycerol. A total of 122.4 ml water was added in 15 steps of 5 minutes each.

Glyzerintitration Titration von Wasser
Schrittnummer
Menge [ml] |Konzentration [%]| Menge [ml] |Konzentration [%]

1 0.3 | 29 0.6 44.6
2 0.3 5.6 1.0 3.9
3 0.3 8.0 1.0 329
4 0.3 10.3 1.1 28.7
5 0.3 12.5 2.0 234
6 0.5 15.8 2.1 19.5
7 0.5 18.8 2.1 16.8
8 0.5 21.4 4.1 13.2
9 1.0 . 26.1 4.2 10.8
10 1.0 ' 30.0 4.2 9.1
11 1.0 33.3 10.0 6.7
12 2.0 38.7 10.0 5.3
13 2.0 42.9 20.0 3.7
14 2.0 46.2 30.0 2.6
15 3.0 50.0 30.0 20
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hochsten. Da 50% Glyzerin die Pflanzen des Stammes 7803 mindestens
ebenso stark schidigt wie 80% Glyzerin den getesteten Lemna minor-
Stamm, miissen hier, bei der Verwendung von 50% Glyzerin, Einwir-
kungszeiten von hochsten 15 Minuten nicht unbedingt aussichtslos sein.

4. Schrittweise Zugabe und Entfernung des Gefrierschutzmittels. Sowohl
tierische wie auch pflanzliche Zellen ertragen hohe Glyzerinkonzentra-
tionen wesentlich besser, wenn der Glyzeringehalt allmihlich erhoht
und am Ende des Versuchs die Gefrierschutzlosung wieder langsam ver-
diinnt wird (RICHTER 1968, ZELMAN et al. 1984). Die Glyzerinzugabe er-
folgte durch Titration nach dem in Tabelle 7 aufgefiihrten Schema. Da-
nach wurden die Pflanzen nach 30-miniitiger Einwirkungszeit mit dem
Gefrierapparat eingefroren. Aufgetaute Pflanzen wurden entweder wie
bisher direkt in steriles Leitungswasser abgeimpft, oder das Gefrier-
schutzmittel wurde durch die schrittweise Zugabe des Leitungswassers
allmdhlich verdiinnt (siehe Tab. 7). Zu Vergleichszwecken wurde der
Einfrierversuch zusitzlich mit Lemna minor (Stamm 8765) durchge-
fihrt. Die Zeitdauer zwischen den einzelnen Titrationsschritten wurde
allerdings fiir diese Art verlangert (20 Minuten), die anschliessende Ein-
wirkungszeit ebenfalls (60 Minuten).

5. Verhinderung des Kristallwachstums bei 50% Glyzerin durch ultrara-
sches Einfrieren und Auftauen.

6. Verhinderung des Kristallwachstums der extrazellularen Losung durch
Erhohung der Glyzerinkonzentration auf 60%. Wegen der schwachen
Osmotoleranz dieses Stammes kommen nur sehr kurze Einwirkungszei-
ten in Frage.

Diese Untersuchungen fiihrten zu recht unterschiedlichen Ergebnissen, die fiir
jede Art einzeln besprochen werden.

Spirodela polyrrhiza (Fig. 24)

Obwohl bei der Verwendung von 60% Glyzerin wihrend dem Einfrieren und
Auftauen kein Krnistallwachstum im extrazelluldaren Bereich stattfinden sollte,
konnten die Pflanzen nicht erfolgreich kryokonserviert werden. Beim Stamm
7520 konnten bei den aufgetauten Proben immerhin wenige lebende Knospen
gefunden werden. Die UR,,, betrug bei beiden Einfrierexperimenten 0.01
TG/MG. Insgesamt drei dieser Knospen wuchsen sogar aus, blieben aber suk-
kulent und starben innerhalb von drei Monaten ab. Durch die Einwirkung die-
ses Gefrierschutzmittels wihrend 30 Minuten werden deutlich weniger Knos-
pen abgetotet, als nach einer 90-miniitigen Behandlung mit 50% Glyzerin.
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Fig. 24. Spirodela polyrrhiza: Einfluss von 60% Glyzerin auf die Uberlebensrate tiefge-
frorener und nicht eingefrorener Pflanzen, die wihrend 30 Minuten mit dem Gefrierschutz-
mittel behandelt wurden. Die Pflanzen wurden mit dem Gefrierapparat oder durch direktes
Eintauchen in fliissiges Freon gekiihlt.

Spirodela polyrrhiza: Effect of 60% glycerol on the survival of frozen and non-frozen
plants treated for 30 minutes with the cryoprotectant. The plants were cooled with the
freezing apparatus or by direct immersion in liquid freon.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond

Lemna ecuadoriensis (Fig. 25, 26)

Nach einer 30-miniitigen Einwirkung von 60% Glyzerin leben ungefihr
gleich viele Knospen wie nach einer 90-miniitigen Behandlung mit 50% Gly-
zerin. Die Uberlebensrate der mit dem Gefrierapparat gekiihlten Pflanzen
konnte jedoch dank dem Gebrauch von 60% Glyzerin drastisch erhoht wer-
den. Wird 50% Glyzerin verwendet, kann die gleiche Verbesserung durch ul-
trarasches Einfrieren und Auftauen mit der Freonmethode erreicht werden.
Wird mit 60% Glyzerin nach einer 90-miniitigen Einwirkungszeit tiefgefro-
ren, iliberleben deutlich weniger Knospen als nach einer 30-miniitigen Be-
handlung, doch ist die Uberlebensrate gleich hoch wie jene der nicht eingefro-
renen Referenzproben. Diese Resultate erinnern an jene aus entsprechenden
Versuchen mit Lemna minor, wo bei geniigend langer Einwirkungszeit eben-
falls ein praktisch 100%iger Gefrierschutz erreicht wird. Es kann daher ver-
mutet werden, dass die nach einer 30-miniitigen Einwirkungszeit erzielte
Uberlebensrate der kryokonservierten Pflanzen durch eine Verldngerung der
Einwirkungszeit gar noch erhoht werden konnte. Die optimale Einwirkungs-
zeit muss aber deutlich unter 90 Minuten liegen.

Auffallend bei dieser Art ist, dass bei der Kryokonservierung mit 60% Glyze-
rin 10 Tage nach dem Auftauen bedeutend mehr lebende Knospen gezihlt
werden konnen, als danach zu normal gebildeten Pflanzen auswachsen. Viele
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Fig. 25. Lemna ecuadoriensis: Vergleich der Uberlebensrate_r_l von Pflanzen, die mit dem
Gefrierapparat in 60% Glyzerin tiefgefroren wurden, mit der Uberlebensrate von ultrarasch
eingefrorenen und aufgetauten Pflanzen unter Verwendung von 50% Glyzerin. Im ersten
Block sind die entsprechenden Referenzwerte nicht tiefgefrorener Proben dargestellt.
Lemna ecuadoriensis: Comparison of the survival of plants cooled with the freezing appa-
ratus in the presence of 60% glycerol with the survival of plants which were ultra-rapidly
frozen and thawed (freon method) in the presence of 50% glycerol. Corresponding values
of non-frozen specimens are represented by the first block.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond

der bei der zweiten Zihlung nicht mehr beriicksichtigten Knospen wuchsen
zwar ebenfalls aus, blieben aber kallusformig respektive sukkulent. Hormone
konnen unter Umstédnden die Regenerationsfihigkeit meristematischer Gewe-
be erhohen und daher eine wichtige Komponente des Nihrmediums zur Wei-
terzucht darstellen (WiTHERS 1985a). Wegen dem vielféltigen Wirkungsspek-
trum dieser Stoffe ist die Wahl des richtigen Hormons ausserordentlich
schwierig. Wie verzwickt die Angelegenheit sein kann, zeigt das folgende
Beispiel. KARTHA et al. (1988) stellten fest, dass Picea glauca-Kalli Knospen
bilden, sofern ein Zytokinin im Ndhrmedium vorhanden ist. Enthélt das Nihr-
medium weitere Hormone, wird diese Ausdifferenzierung jedoch verhindert.
Die durch das Zytokinin induzierten Knospen konnen aber nur unter hormon-
freien Bedingungen austreiben. Bei Lemna ecuadoriensis wurde untersucht,
ob durch die Anwesenheit des Zytokinins Zeatin (Sigma) in einer 10° mM
Konzentration kallusierte Knospen vermehrt zu opaken Gliedern auswachsen.
Bei diesem Experiment fielen die Uberlebensraten der Referenz wie auch der
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Fig. 26. Einfluss von Zeatin (103 mM) im Weiterzuchtmedium auf die Uberlebensrate von
Lemna ecuadoriensis-Pflanzen die mit dem Gefrierapparat in 60% Glyzerin tiefgekiihlt
wurden. Die Gefrierschutzmittelzugabe erfolgte 30 Minuten vor dem Einfrieren.

Effect of Zeatin (10 3mM) in the recovery solution on the survival of Lemna ecuadoriensis
plants cooled with the freezing apparatus in the presence of 60% glycerol. The cryopro-
tectant was added 30 minutes before freezing.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond

tiefgefrorenen Proben ein wenig hoher aus, doch das Verhiltnis der beiden
Werte blieb gleich. Zeatin besitzt offenbar in der verwendeten Konzentration
keine kallushemmende Wirkung, unterdriickt aber auch nicht die Bildung
opaker Glieder, wie dies bei Lemna minor mit dem Zytokinin Isopentenyl-
Adenin in einer allerdings mehr als zehn mal hoheren Konzentration der Fall
ist (Frick 1991). Vielleicht wire die Verwendung von Gibberelinsdure erfolg-
reicher gewesen, wie dies Grourt et al. (1978) fiir die Regeneration kryokon-
servierter Tomatenvegetationsspitzen vorschlagen.

Lemna tenera (Fig. 27)

Durch die Verwendung von 60% Glyzerin bei einer Einwirkungszeit von 30
Minuten konnte die Uberlebensrate der Referenzproben wie auch der tiefge-
frorenen Pflanzen deutlich erhoht werden. Beide Stimme sind ungefdhr
gleich gefrierresistent.

Lemna valdiviana (Fig. 28 bis 33)
Bei dem untersuchten Stamm gelang keine wesentliche Verbesserung der Ge-
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frierresistenz. Bei Experimenten mit 60% Glyzerin konnte zwar ein vermehr-
tes Auswachsen von Knospen festgestellt werden, es muss jedoch darauf hin-
gewiesen werden, dass bei dieser Versuchsreihe auch die Uberlebensrate der
nicht eingefrorenen Proben ungewohnlich hoch war (vgl. Fig. 30 und 33). Ei-
ne Abschitzung, inwieweit es sich dabei um eine methodische Verbesserung
handelt, ist daher nicht méglich. Wird 50% Glyzerin verwendet, scheint ge-
geniiber der urspriinglichen Methode keine wesentliche Steigerung méglich
zu sein. Im Gegensatz zu Lemna ecuadoriensis kann selbst durch die Anwen-
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Fig. 27. Lemna tenera: Einfluss von 60% Glyzerin auf die Uberlebensrate tiefgefrorener
und nicht eingefrorener Pflanzen, die wihrend 30 Minuten mit dem Gefrierschutzmittel be-
handelt wurden. Einfrierexperimente wurden mit dem Gefrierapparat durchgefiihrt.

Lemna tenera: Effect of 60% glycerol on the survival of frozen and non-frozen plants
which were treated with the cryoprotectant for 30 minutes. Freezing experiments were
conducted with the freezing apparatus.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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Fig. 28. Lemna valdiviana, Stamm 7803: Referenz- und Einfrierversuche (Gefrierapparat
und Freonmethode) unter Verwendung von 40% Glyzerin als Gefrierschutzmittel.

Lemna valdiviana, clone 7803 Reference and freezing experiments (freezing apparatus
and freon method) using 40% glycerol as cryoprotectant.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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dung der Freonmethode die Gefrierresistenz nicht erhoht werden, die nicht
einmal hoher ist, als wenn 40% Glyzerin verwendet wird. Durch die schritt-
weise Zugabe des Gefrierschutzmittels kann der osmotische Stress offenbar
vermindert werden, die Uberlebensrate kryokonservierter Pflanzen ist jedoch
nicht deutlich hoher. Die allmihliche Verdiinnung des Gefrierschutzmittels
nach dem Auftauen scheint die Pflanzen sogar zusitzlich zu schiddigen, da
auch die zum Vergleich herangezogene Lemna minor dadurch eine deutliche
Einbusse ihrer Uberlebensrate erleidet. Auch durch das Ersetzen eines Fiinf-
tels des Glyzerins durch DMSO konnte kein Fortschritt erzielt werden. Das

Referenz, EWZ = 90 Min.
] Referenz, EWZ = 30 Min.
| B Kryokonservierung, EWZ = 30 Min.

ceo0 e o
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O'O 1 i DO ;
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[TG/MG]

Fig. 29. Lemna valdiviana, Stamm 7803: Referenz- und Einfrierversuche (Gefrierapparat)
bei der Verwendung von 10% DMSO-40% Glyzerin als Gefrierschutzmittel.

Lemna valdiviana, clone 7803: Reference and freezing experiments (freezing apparatus)
using 10% DMSO-40% glycerol as cryoprotectant.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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Fig. 30. Lemna valdiviana, Stamm 7803: Einfluss einer nur kurzen Behandlung (15 und 5
Minuten) mit 50% Glyzerin auf die Uberlebensrate tiefgefrorener (Gefrierapparat) und
nicht eingefrorener Pflanzen.

Lemna valdiviana, clone 7803: Effect of short incubation times (15 and 5 minutes ) with
50% glycerol on the survival of frozen (freezing apparatus) and non-frozen plants.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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Gefrierschutzmittel 10% DMSO0-40% Glyzerin wird von den Pflanzen keines-
falls besser ertragen als 50% Glyzerin.

Bei den Arten Lemna ecuadoriensis und Lemna tenera konnte durch eine
weitere Verminderung oder moglicherweise volligen Unterdriickung der Aus-
kristallisierung des Gefrierschutzmittels die Anzahl iiberlebender Knospen
markant erhoht werden. Die beim Auftauen einer 50% Glyzerinlosung im
30°C-Wasserbad entstehenden Kiristalle toten bei diesen beiden Arten offen-
bar einen grossen Teil der Knospen ab, wihrend jene von Lemna minor da-
durch nicht merklich geschiddigt werden. Da bei den meisten untersuchten Ar-
ten durch das Einfrieren oder wohl vielmehr durch das Auftauen eine deutli-
che Verminderung der Uberlebensrate zu verzeichnen ist, diirfte bei vielen
weiteren Vertretern dieser Unterfamilie, insbesondere der Sektion Lemna,
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Fig. 31. Einfluss von 50% Glyzerin auf die Uberlebensrate tiefgefrorener und nicht tiefge-
frorener Pflanzen von Lemna valdiviana (Stamm 7803) und Lemna minor (Stamm 8765),
wenn die Gefrierschutzmittelkonzentration schrittweise erhoht wird (1. Block). Bei einem
zweiten Experiment wurde zusitzlich das Gefrierschutzmittel nach dem Auftauen schritt-
weise verdiinnt (2. Block). Lemna valdiviana wurde 30, Lemna minor 60 Minuten nach
beendeter Titration mit dem Gefrierapparat tiefgekiihlt. Weitere Erlduterungen sind der
Tab. 7 zu entnehmen.

Effect of 50% glycerol on the survival of frozen and non-frozen plants of Lemna valdivia-
na (clone 7803) and Lemna minor (clone 8765) when the concentration of the cryoprotec-
tant is increased stepwise (1% block). In a second experiment the cryoprotectant was addi-
tionally diluted stepwise after thawing (2™ block). The plants were cooled with the freez-
ing apparatus, Lemna valdiviana 30 and Lemna minor 60 minutes after titration with the
cryoprotectant has finished. For further explanations see Table 7.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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die Anwendung einer der beiden Methoden (langsames Einfrieren mit 60%
Glyzerin oder ultrarasches Einfrieren und Auftauen mit 50% Glyzerin) eine
deutliche Reduktion von Gefrierschiden ermdglichen. Welche der beiden
Methoden im einzelnen Fall wirkungsvoller ist, kann anhand der vorliegen-
den Resultate nicht entschieden werden, doch sollte aus Umweltschutzgriin-
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Fig. 32. Lemna valdiviana, Stamm 7803: Vergleich zwischen den Uberlebensraten von
Pflanzen, die in 50% Glyzerin entweder mit dem Gefrierapparat oder durch direktes Ein-
tauchen in fliissiges Freon tiefgefroren wurden. Die Gefrierschutzmittelzugabe erfolgte 30
Minuten vor dem Kiihlen. Die Uberlebensrate nicht eingefrorener Proben ist durch die er-
ste Sdule dargestellt.

Lemna valdiviana, clone 7803: Comparison of the survival of plants either cooled with the
freezing apparatus or by direct immersion in liquid freon in the presence of 50% glycerol
which was added 30 minutes before freezing. The first column represent the survival of
non-frozen specimens.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond

c o
&
i 1 L J

Referenz
B8 Kryokonservierung

o S
[S®]
N

[TG/MG]
=
LU

e
—
1

Uberlebensrate

EWZ 15 Min.

1 60% Glyzerin
Fig. 33. Lemna valdiviana, Stamm 7803: Einfluss von 60% Glyzerin auf die Uberlebens-
rate tiefgefrorener und nicht tiefgefrorener Pflanzen, die wihrend 15 Minuten mit dem Ge-
frierschutzmittel behandelt wurden. Einfrierexperimente wurden mit dem Gefrierapparat
durchgefiihrt.
Lemna valdiviana: Effect of 60% glycerol on the survival of frozen and non-frozen plants
treated for 15 minutes with the cryoprotectant. Freezing experiments were conducted with

the freezing apparatus.
TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond
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den und auch der einfacheren Handhabung wegen, nach Méglichkeit die er-
stere gewdhlt werden. Wie das Beispiel mit Spirodela polyrrhiza zeigt, exi-
stieren jedoch weitere Faktoren, die ein Uberleben der Knospen verunmogli-
chen konnen. Vorstellbare Ursachen hierfiir werden in Kap. 4.1 diskutiert.

3.3.3. Versuche mit Wolffioideae-Arten

Bereits Referenzversuche mit verschieden konzentrierten Glyzerinlésungen
zeigten, dass die Vertreter dieser Unterfamilie nicht mit der fiir Lemna minor
entwickelten Methode kryokonserviert werden konnen (Tab. 8). Nach einer
30-miniitigen Behandlung mit 50% Glyzerin konnten lediglich bei vier der
zehn getesteten Stamme noch vereinzelt regenerationsfihige Knospen beob-
achtet werden. Selbst durch 20% Glyzerin werden nach gleich langer Einwir-
kung die meisten Knospen abgetotet. Von den untersuchten Arten zeigt Wolf-
fia brasiliensis die hochste Resistenz gegeniiber osmotischem Stress. Durch
die Verkiirzung der Einwirkungszeit kann die Uberlebensrate einiger Arten
viel starker angehoben werden als durch eine Verringerung der Glyzerinkon-
zentration. So ist sie bei den beiden getesteten Wolffia-Arten nach einer fiinf-
miniitigen Behandlung mit 50% Glyzerin sogar hoher als die entsprechenden
Uberlebensraten des Lemna valdiviana-Stammes 7803 (vgl. Tab. 9 mit Fig.
30). Jedoch bereits nach einer 15-miniitigen Einwirkung iiberleben bei diesem
Stamm mehr Knospen pro behandeltes Mutterglied als bei den beiden Wolf-
fia-Stimmen, wegen den in Kap. 3.5 aufgefiihrten Griinden diirfte der Pro-
zentsatz iiberlebender Knospen der drei Stimme ungefidhr gleich hoch sein.
Fiir 60% Glyzerin scheint diese Feststellung ebenfalls zuzutreffen. Einfrier-
versuche wurden mit all jenen Proben durchgefiihrt, bei denen mit Referenz-
versuchen positive Resultate erzielt werden konnten. Samtliche Proben wur-
den mit dem Gefrierapparat tiefgekiihlt, bei den in Figur 34 aufgefiihrten
Stammen wurden zusitzlich einige Proben durch direktes Eintauchen in fliis-
siges Freon eingefroren. Alle Versuche diese Pflanzen lebend zu kryokonser-
vieren, schlugen jedoch fehl. Nach den Erfahrungen mit Lemna minor und
anderen Lemna-Arten kommt zwar dieses Resultat nicht ganz iiberraschend.
So waren die Erfolgsaussichten bei Einfrierversuchen mit Glyzerinkonzentra-
tionen unter 50% von vornherein eher gering. Zudem waren wohl die Refe-
renzwerte bei fast allen Versuchsreihen zu klein, um iiberlebende Knospen er-
warten zu konnen. Dies diirfte auch fiir alle Untersuchungen mit 50% Glyze-
rin zutreffen, bei denen die Einwirkungszeit mindestens 15 Minuten betrug.
Wird bereits nach fiinf Minuten tiefgefroren, ist womdglich die Einwir-
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kungszeit zu kurz, um einen Gefrierschutz bieten zu konnen, wie dies bereits
bei Lemna valdiviana (Stamm 7803) der Fall war. 60% Glyzerin hingegen
zeigt bei Lemna minor bereits nach dieser kurzen Einwirkungszeit eine be-
achtliche Gefrierschutzwirkung, wenn auch die Uberlebensrate noch deutlich
unterhalb dem Maximum liegt. Die drei verwendeten Wolffioideae-Arten

Tab. 8. Uberlebensraten [TG/MG] von einigen nicht eingefrorenen Wolffiella- und Wolf-
fia-Stammen, die mit Glyzerinlosungen verschiedener Konzentrationen wihrend 30 oder
60 Minuten behandelt wurden.

Survival [TG/IMG] of some non-frozen Wolffiella and Wolffia clones treated with glycerol
solutions of different concentrations for 30 or 60 minutes.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond

20% Glyz. | 30% Glyz. | 40% Glyz. | 50% Glyz.

Art Stamm
30M.|60M. |30 M. 60 M. |30 M.|60M. |30 M. | 60M.

Wolffiella hyalina 7376 | 0.02 | 0.01 | 0.01 |<0.01 |<0.01| neg. | neg. | neg.
7378 | neg. | neg. | —
Wolffiella neotropica | 7225 | 0.01 | neg. | 0.01 | neg. | neg. | neg. | neg. | neg.
Wolffiella oblonga 7167 | — | neg. | neg. | neg. | neg. | neg. | neg. | neg.
Wolffiella gladiata 7173 | 0.01 | <0.01| 0.01 | neg. | neg.  neg. | neg. | neg.
Wolffia brasiliensis | 7376a | 0.27 | — —— — —
7663 | 0.18 | 0.20 | 0.06 | 0.01 | 0.03 | neg. | 0.02 | neg.

Wolffia angusta 7274 | — — — —_ —_— — | 0.02 | neg.
7476 | 0.04 | 0.03 | neg. | neg. | neg. | neg. | neg. | neg.
Wolffia arrhiza 7014 | — — — —_ -— — | 0.01 | neg.
7421 | 0.03 | 001 | 0.03 | 0.01 | 0.02 | neg. | 0.01 | 0.01
Wolffia columbiana 7795 | — — — — - — | neg. | neg.

Tab. 9. Einfluss von 50% Glyzerin auf die Uberlebensrate [TG/MG] tiefgefrorener und
nicht tiefgefrorener Pflanzen verschiedener Wolffiella- und Wolffia-Stimme. Behandlun-
gen mit dem Gefrierschutzmittel betrugen maximal 30 Minuten. Tiefgefrierversuche wur-
den mit dem Gefrierapparat durchgefiihrt.

Effect of 50% glycerol on the survival [TGIMG] of frozen and non-frozen plants of differ-
ent Wolffiella and Wolffia clones. Treatments with the cryoprotectant did not exeeding 30
minutes. Freezing experiments were conducted with the freezing apparatus.

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond

nicht eingefrorene Proben tiefgefrorene Proben

Art Stamm
5Min. | 15Min. | 30 Min. | 5 Min. | 15 Min. | 30 Min.

Wollffiella hyalina 7376 — neg. neg. - — —
Wolffiella gladiata 7173 025 | — neg. neg. — —
Wolffia brasiliensis | 7663 0.65 | 0.06 0.02 neg. neg. neg.
Wolffia angusta 7274 — 0.05 0.02 — neg. neg.
Wolffia arrhiza 7421 (.55 0.06 0.06 neg. neg. neg.
Wolffia columbiana | 7795 — neg. neg. — — —
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Fig. 34. Einfluss von 60% Glyzerin auf die Uberlebensrate nicht eingefrorener Pflanzen
von Wolffiella gladiata (7173), Wolffia brasiliensis (7663) und Wolffia arrhiza (7421)
nach verschieden langer Einwirkung.

Effect after different times of pretreatments with 60% glycerol on the survival of non-fro-
zen plants of Wollffiella gladiata (7173), Wolffia brasiliensis (7663) and Wolffia arrhiza
(7421).

TG = Tochterglied — daughter frond, MG = Mutterglied — mother frond

konnen jedoch auch mit diesem Gefrierschutzmittel nicht kryokonserviert
werden, selbst dann nicht, wenn die Pflanzen direkt in fliissiges Freon ge-
taucht und ultrarasch aufgetaut werden. Diese Knospen scheinen somit weder
durch extrazelluldres Kristallwachstum, noch durch eine zu starke Dehydra-
tion abgetotet zu werden. Als mogliche Ursachen kommen Verletzungen
durch intrazelluldre Kristallbildung in Frage oder, dass gewisse Membranen
bei niedrigen Temperaturen lebenswichtige Eigenschaften verlieren.

3.4. KRYOKONSERVIERUNG VON SPIRODELA POLYRRHIZA-
TURIONEN UND LEMNA AEQUINOCTIALIS-SAMEN

Da Turionen unter Laborbedingungen nur selten gebildet werden und zudem
nicht alle Arten dazu befdhigt sind, spielt die Kryokonservierung dieser Orga-
ne nur eine geringe Rolle und kénnte hochstens dort von Bedeutung sein, wo
Gliedknospen kaum kryokonserviert werden konnen, wie dies bei Spirodela
polyrrhiza der Fall ist. Das Thema der Turionen- und Samenkryokonservie-
rung wird hier nur kurz behandelt und durch wenige Experimente dokumen-
tiert. Fiir sdmtliche Kryokonservierungsversuche wurde der Gefrierapparat
verwendet.
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Obwohl Turionen Uberdauerungsorgane sind, dank derer verschiedene Arten
wie beispielsweise Spirodela polyrrhiza, Lemna turionifera und einige
Wolffia-Arten, kalte Jahreszeiten iiberstehen kénnen, sind diese nicht beson-
ders kilteresistent. So sterben Spirodela polyrrhiza-Turionen bei Temperatu-
ren um -12°C bereits nach spitestens zwei Tagen ab (JAcoBs 1947), die von
Das und GopaL (1969) untersuchten Turionen waren noch weniger kilteresi-
stent. Fiir die Kryokonservierung scheinen sie ebenfalls nicht geeignet zu
sein, da bei der Verwendung von 50% Glyzerin keine Knospen iiberlebten
(Tab. 10). Allerdings wird bereits durch die Einwirkung dieses Gefrierschutz-
mittels ein grosser Teil der Turionenknospen abgetotet. Sie werden bei die-
sem Stamm durch 50% Glyzerin etwa gleich stark geschidigt, wie jene der
Glieder. Turionen sind zwar nicht im eigentlichen Sinn trockenresistent, kon-
nen aber ausserhalb des Wassers fiir wenige Stunden iiberleben (JAcoBs
1947). Es wurden daher weitere Turionen auf Filterpapier (Schleicher &
Schiill) in Plastik-Petrischalen wihrend 10 bis 30 Minuten bei 3°C getrocknet
und dann unmittelbar nach erfolgter Gefrierschutzmittelzugabe eingefroren.
Auch mit dieser Methode gelang keine Lebendkonservierung. Wie stark die
Turionen nach einer 30-miniitigen Lufttrocknung entwissert sind, kann aller-
dings nicht abgeschitzt werden. Moglicherweise miisste die Trocknungsphase
verldngert werden. Des weitern ist iiber die Wirkungsweise von Glyzerin zu
wenig bekannt. Sollte dieses Gefrierschutzmittel eine membranstabilisierende
Funktion aufweisen und zudem durch die Zellwand oder gar Plasmamembran

Tab. 10. Kryokonservierungsversuche mit Spirodela polyrrhiza-Turionen (Stamm 7344),
die in 50% Glyzerin mit dem Gefrierapparat tiefgefroren wurden. Die Dehydration der
Zellen erfolgte durch vorherige Behandlung mit dem Gefrierschutzmittel oder durch Luft-
trocknung. Letztere wurden ohne Vorbehandlung mit der Gefrierschutzldsung eingefroren.
Zihler geben die Anzahl liberlebender Turionen an, Nenner die Gesamtzahl untersuchter
Exemplare.

Cryopreservation experiments with Spirodela polyrrhiza turions (clone 7344) cooled in
the presence of 50% glycerol with the freezing apparatus. Cell dehydration occured by
pretreatment with the cryoprotectant or by air drying. Last-named samples were frozen
without pretreatment with the cryoprotectant. Numerators represent the number of surviv-
ing turions, denominators the total sample size of specimens investigated.

Art der Entwiisserung Einlegen in die Glyzerinldsg. luftgetrocknet
Dehydrationsdauer keine | 30 Min. | 60 Min. | 10 Min. | 20 Min. | 30 Min.
Referenz 21/40 2/10 1/10 10/10 6/13 10/12
Tiefgefrorene Turionen — 0/100 | 0/100 0/50 0/50 0/50
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eindringen konnen, wire eine Vorbehandlung trotz Lufttrocknung unumgéng-
lich. Ob Turionen fiir eine Kryokonservierung grundsitzlich ungeeignet sind,
kann anhand der wenigen vorliegenden Resultate nicht entschieden werden,
denn die Art Spirodela polyrrhiza konnte allgemein sehr schwierig zu kryo-
konservieren sein. Es miisste daher abgeklart werden, wie sich diesbeziiglich
Turionen anderer Arten, vorzugsweise von der liberdurchschnittlich gefrierre-
sistenten Lemna turionifera, verhalten.

Lemna aequinoctialis-Samen gelten als recht trockenresistent, und die Art
zdhlt zu den wenigen Ausnahmen, die Trockenperioden auf diese Weise iiber-
dauern konnen (LANDOLT 1986). Radieschensamen, die nach einer 20-stiindi-
gen Wisserung fiir 48 Stunden luftgetrocknet wurden, keimen nach Einfrier-
versuchen mit verschiedenen Gefrierschutzmitteln (unter anderem 10%
DMSO0-5% Glukose) genau so gut aus wie ungewisserte, auf die gleiche Wei-
se tiefgefrorene Samen (Resultate nicht dargestellt). Lemna aequinoctialis-
Samen wurden daher auf die bereits bei den Turionen angewandte Art ge-
trocknet, die Trocknungsphase betrug allerdings 18 bis 24 Stunden. Die
Keimfihigkeit scheint dadurch nicht wesentlich beeintrichtigt zu werden,
doch war sie bereits bei ungetrockneten Samen relativ niedrig (Tab. 11). An-
schliessend wurden sie ohne vorherige Gefrierschutzmitteleinwirkung einge-
froren, wobei zwei Gefrierschutzlosungen getestet wurden. Nach dem Auftau-
en konnten bei beiden Versuchsreihen auskeimende Samen beobachtet wer-
den. 5% DMSO-25% Glukose scheint eine gute Gefrierschutzwirkung aufzu-
weisen, da die Keimrate gleich hoch ist, wie jene nicht eingefrorener Samen,

Tab. 11. Kryokonservierungsversuche mit luftgetrockneten Lemna aequinoctialis-Samen
(Stamm 6746), die in 2 verschiedenen Gefrierschutzlosungen mit dem Gefrierapparat ein-
gefroren wurden. Es fand keine Vorbehandlung mit dem Gefrierschutzmittel statt. Zahler
geben die Anzahl iiberlebender Samen an, Nenner die Gesamtzahl untersuchter Samen.
Cryopreservation experiments with Lemna aequinoctialis seeds (clone 6746) cooled with
the freezing apparatus following air drying. There was no pretreatment with the cryopro-
tectant. Numerators represent the number of surviving seeds, denominators the total
sample size of seeds investigated.
*  Als Gefrierschutzmittel wurde 5% DMSO-25% Glukose verwendet.

5% DMSO-25% glucose was used as cryoprotectant.
**  Als Gefrierschutzmittel wurde 10% DMSO-5% Glukose verwendet.

10% DMSO-5% glucose was used as cryoprotectant.

Zustand der Samen nass 18 Std. getrocknet 24 Std. getrocknet

nicht eingefrorene Samen 10/30 4/20 5/20

tiefgefrorene Samen — ;: 7/20* 2/60**
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wihrend die 10% DMSO-5% Glukoselosung fiir diese Samen einen ungenii-
genden Gefrierschutz bietet. Ungetrocknete Lemna aequinoctialis-Samen
konnen erwartungsgemaiss mit diesen Gefrierschutzlosungen nicht kryokon-
serviert werden. Weitere Versuche mit ungetrockneten Lemnaceae-Samen
wurden nicht durchgefiihrt, es wire aber denkbar, dass diese analog zu ge-
wisserten Radieschensamen mit Glyzerinlosungen, die einen Gefrierschutz-
mittelanteil von mindestens 50% aufweisen, erfolgreich eingefroren werden
konnen, sofern sie geniligend osmotolerant sind.

3.5. ANZAHL VORHANDENER TOCHTERGLIEDER PRO
MUTTERGLIED EINIGER ARTEN

Da lediglich Knospen und junge Tochterglieder erfolgreich kryokonserviert
werden konnen, hingt die Zahl der tiberlebenden Knospen von der Anzahl
tiefgefrorener Knospen ab und damit nur indirekt von der Anzahl Mutterglie-
der. Trotzdem wurde in dieser Arbeit die Uberlebensrate als Anzahl primir
neugebildete Tochterglieder pro Mutterglied definiert, weil eine Zahlung der
Knospen nur an gebleichter: und daher abgetoteten Gliedern moglich ist. Dies
bedeutet allerdings, dass die Uberlebensraten lediglich von solchen Versuchs-
reihen direkt miteinander verglichen werden konnen, bei denen die Menge
vorhandener Knospen pro Mutterglied zum Zeitpunkt des Experimentbeginns
etwa gleich war.

Untersuchungen wie viele Tochterglieder aus einem Mutterglied auswachsen
konnen, wurden bereits verschiedentlich durchgefiihrt. Bei1 Lemna-Arten
konnten zwischen zehn und maximal 24 Neubildungen beobachtet werden,
wobei das Auswachsen dieser Knospen mit zunehmendem Alter nach immer
lingeren Zeitintervallen stattfindet (AsHBY et al. 1949, PIRsoN und GOELLNER
1954). Wolffia-Arten scheinen eine geringere Knospenproduktivitit aufzu-
weisen, da LAWALREE (1943) bei Wolffia arrhiza hochstens fiinf neu aus-
wachsende Glieder zihlen konnte. Nach WANGERMANN und AsHBY (1951)
hiangt die Zahl neu gebildeter Knospen auch vom jeweiligen Stamm und den
Kulturbedingungen ab. Fiir die Kryokonservierung diirfte jedoch nicht die
Gesamtzahl vorhandener Meristemanlagen massgebend sein, sondern ledig-
lich die Anzahl jener Knospen, die zum Zeitpunkt des Einfrierens gentigend
weit entwickelt sind, um aus einem abgestorbenen Mutterglied auswachsen zu
konnen. Um einen Anhaltspunkt zu erhalten, wie viele Knospen in einem
Mutterglied gleichzeitig vorhanden sind, wurden bei vier Arten diesbezii-
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Average number of buds and young daughter fronds per mother frond.
a. Lemna minor, Stamm 8765: unterschiedliche Kulturalter.
Lemna minor, clone 8765 : cultures of various age.
b. Lemna minor, Stamm 8765: verschiedene Kulturmedien.
Lemna minor, clone 8765 : different culture media.
c. Verschiedene Arten — different species.
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gliche Auszidhlungen vorgenommen, deren Ergebnisse in den Figuren 35a-c
dargestellt sind. Die zu diesem Zweck angefertigten Gliedpridparate sind zu
wenig transparent, als dass sehr kleine, meristematische Zellkomplexe unter
dem Binokular gesehen werden konnten. Die kleinsten Knospen, die als sol-
che erkannt werden konnten, hatten bei Wolffia arrhiza einen Durchmesser
von 30 pum, bei den iibrigen Arten 90 um. Da kleinere Knospen wohl zu we-
nig weit entwickelt sind, um selbstdndig auswachsen zu konnen, diirfte die
mit dieser Methode ermittelte Anzahl Knospen ungefihr jenem Wert entspre-
chen, der fiir die Kryokonservierung von Bedeutung ist. Die fiir diese Unter-
suchungen verwendeten Pflanzen wurden im allgemeinen auf Hillman-Agar
angezogen und nach ungefdhr 50 Tagen ausgezidhlt. Abweichende Verfah-
rensschritte sind in den entsprechenden Figurenlegenden erwéhnt.

Beim Lemna minor-Stamm 8765 konnten bei allen Untersuchungen immer
etwa gleich viele Knospen pro Mutterglied ermittelt werden. Dies bedeutet,
dass die numerischen Voraussetzungen fiir simtliche Kryokonservierungsver-
suche mit diesem Stamm gleich waren und unterschiedliche Bedingungen
wihrend der Anzuchtphase sich lediglich auf die Gefrierresistenz sowie auf
die Vertriglichkeit gegeniiber dem Gefrierschutzmittel auswirken. Wiirde die
Uberlebensrate neu als Anzahl ausgewachsene Tochterglieder pro Anzahl ein-
gefrorene Knospen definiert, wiirden bei diesem Stamm bei einer unter den
bestmoglichen Bedingungen ausgefiihrten Kryokonservierung rund 70% der
Knospen iiberleben.

Die einzelnen Arten hingegen weisen teilweise eine unterschiedliche Anzahl
Knospen pro Glied auf. So scheint sie bei Spirodela polyrrhiza etwas gerin-
ger zu sein als bei den beiden Lemna-Arten. Die mit Abstand tiefste Knos-
penanzahl weist Wolffia arrhiza auf. Dies konnte moglicherweise damit zu-
sammenhingen, dass Wolffioideae-Arten nur eine Gliedtasche besitzen, in
der sich die Knospen entwickeln konnen. Inwieweit die in dieser Arbeit er-
mittelten Uberlebensraten verschiedener Arten bedenkenlos miteinander ver-
glichen werden konnen, ist anhand der vier untersuchten Arten schwierig ab-
zuschitzen. Vergleiche zwischen Arten aus derselben Gattung scheinen am
unproblematischsten zu sein, hingegen sollten solche zwischen Wolffia- und
Lemna-Arten nur mit der notigen Vorsicht angestellt werden.



- 86 -

3.6. OSMOLALITAT VON KRYOSAFTEN EINIGER
LEMNACEAE-ARTEN UND VON GEFRIERSCHUTZ
MITTELN

Die Erfassung der Osmolalitdt von Pflanzensiften gibt einen ersten Anhalts-
punkt iiber den relativen Wassergehalt der Zellen, der die natiirliche Kiltere-
sistenz entscheidend beeinflussen kann. Die Erhoéhung der Osmolalitét, die
vor allem durch die Akkumulation verschiedener Zucker (Sakal und YOSHIDA
1968) zustande kommit, ist in der Natur ein weitverbreiteter Mechanismus,
um den Gefrierpunkt zu senken und die Kristallgrésse zu reduzieren (MERY-
MAN und WiLLiaMs 1985). Fiir die vorliegende Arbeit wire insbesondere der
Wassergehalt der Knospen von Interesse, doch sind diese derart klein, dass
die Gewinnung einer geniigend grossen Menge Kryosafts aus methodischen
Griinden unmoglich ist. Es erscheint aber nicht abwegig, anzunehmen, dass
Knospen von Pflanzen, bei denen eine iiberdurchschnittlich hohe Osmolalitit
gemessen wird, ebenfalls einen verhédltnisméssig konzentrierten Zellsaft auf-
weisen diirften. Der Kryosaft wurde daher aus ganzen Pflanzen hergestellt,
wobei die Glieder naturgemiss den Hauptanteil stellen. Die Verarbeitung
fand in der Regel zur gleichen Tageszeit statt (8.30 Uhr, Winterzeit), und es
wurden von wenigen Ausnahmen abgesehen 50 Tage alte Agarkulturen ver-
wendet. Abweichungen sind in den entsprechenden Figuren erwéhnt.

Anhand der Messresultate, die in den Figuren 36a-c dargestellt sind, konnen

folgende Aussagen gemacht werden:

1. Zwischen den einzelnen Arten und Stdmmen bestehen oft markante Unter-
schiede beziiglich der Osmolalitit.

2. Zwischen den Kulturen eines Stammes treten in vielen Fillen, trotz einheit-
licher Kulturbedingungen (gleicher Zeitpunkt des Abimpfens, Verwendung
von Agarrohrchen der gleichen Herstellungsserie, Licht, Temperatur etc.),
bedeutende Unterschiede auf.

3. Die Osmolalitit der Lemnaceae-Zellsifte ist verglichen mit anderen Pflan-
zen eher niedrig, doch weisen die folgenden aus FLINDT (1988) entnomme-
nen Beispiele darauf hin, dass ein geringer Partikelgehalt fiir viele Wasser-
pflanzen typisch ist (Elodea und die Alge Spirogyra um 470 mMol/kg,
Potamogeton ca. 450 mMol/kg, Myriophyllum 330 mMol/kg). Die von
Sun et al. (1988) durchgetiihrten Messungen mit fiinf verschiedenen Azol-
la-Arten ergaben Werte zwischen 118 und 155 mMol/kg.

4. Die Zusammensetzung der Ndhrmedien beeinflusst bei Lemna minor die
Zellsaftkonzentration deutlich.
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5. Der Wassergehalt von auf Hutner-Fliissigkulturen gewachsenen Lemna
minor-Pflanzen ist gleich hoch wie von Pflanzen aus entsprechenden
Agarkulturen.

6. Lemna minor-Pflanzen aus alten Hillman-Agarkulturen weisen einen deut-
lich geringeren Wassergehalt auf als solche aus jiingeren Kulturen. Dies
diirfte in erster Linie damit zusammenhéngen, dass der Agar nach 100 Ta-
gen bereits sehr stark ausgetrocknet ist und die Pflanzen wohl unter Was-
serstress stehen.

7. Die beiden untersuchten Lemna trisulca-Stimme weisen am frithen Nach-
mittag eine markant geringere Osmolalitét auf als morgens. Die prozentua-
le Konzentrationsabnahme des Zellsafts ist bei den zwei Stimmen etwa
gleich.

Eine Korrelation zwischen Gefrierresistenz und Osmolalitét existiert offen-

sichtlich nicht. So sind die Werte der verhiltnismissig schwierig tiefzufrie-

renden Art Lemna valdiviana oder der bis anhin nicht kryokonservierbaren

Wolffia arrhiza mindestens ebenso hoch wie jene von Lemna minor, der

weitaus gefrierresistentesten Art. Von den getesteten Nidhrmedien weisen

Lemna minor-Pflanzen aus Hillman-Agarkulturen die geringste Osmolalitit

auf, erreichen jedoch die hochste Uberlebensrate bei Gefrierversuchen. Zwi-

schen auf Hutner-Agar und Hutner-Fliissigkulturen gewachsenen Pflanzen
besteht trotz gleicher Osmolalitdt ein deutlicher Unterschied beziiglich Ge-
frierresistenz. Die allgemein geringe Osmolalitiit von Lemnaceae liess diese

Feststellung allerdings bereits vermuten, denn nach der Formel

AT [°C] = 1.86 - Osm. [Mol/kg]

wire die Gefrierpunktserniedrigung einer 400 millimolalen Lésung lediglich
0.7°C, und selbst nach einem Wasserentzug von 80%, der fiir Lemnaceae
wohl illusorisch sein diirfte, wiirde der Gefrierpunkt nur um 3.7°C sinken.
Diese Teilchenkonzentration wire auch zu gering, um ein markantes Kristall-
wachstum zu verhindern. PRITCHARD et al. (1986a,b) stellten selbst zwischen
Zellkulturen von zwei Arten, deren Zellsidfte gegeniiber jenen von Lemna-
ceae deutlich konzentrierter waren, keinen Zusammenhang zwischen Ge-
frierresistenz und der Osmolalitit fest.

Die Messungen fordern allerding einen interessanten Gesichtspunkt zu Tage.
Die zum Teil erstaunlich unterschiedlichen Werte der einzelnen Kulturen ei-
nes Stammes konnten ein Hinweis sein, dass selbst unter identischen Zucht-
bedingungen der physiologische Zustand der Kulturen, der sehr wohl die Ge-
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Fig. 36. Osmolalitit [mMol/kg] von Lemnaceae-Zellsiften. Fiir jede Messreihe wurden
fiinf Kulturen untersucht, deren Werte in aufsteigender Reihenfolge dargestellt sind (graue
Sdulen). Die daraus resultierenden Mittelwerte (schwarze Séulen) sind entsprechend der
linken Werteskala in doppelter Grosse abgebildet.

Osmolality [mmollkg] of Lemnaceae saps. For each experimental series five cultures were
tested, whose values are represented in ascending order (gray columns). Resultant mean
values (black columns) are figured double the size corresponding to the left y-axis.

a. Verschiedene Arten und Stimme — Different species and clones.
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Fig. 36 (Forts. — continued)

b. Lemna minor, Stamm 8765: Vergleich zwischen verschiedenen Kulturmedien (Blocke
1 bis 3) und zwischen zwei Kulturalter (Blocke 3 und 4).
Lemna minor, clone 8765: Comparison of different culture media (blocks 1 to 3) and of
two different ages of culture (blocks 3 and 4).

c. Zwei Lemna trisulca-Stimme: Vergleich zwischen Zellsiften, die zu verschiedenen
Tageszeiten gewonnenen wurden.
Two Lemna trisulca clones: Comparison of saps collected at two different times of the

day.

frierresistenz beeinflussen diirfte, verschieden sein kann. Wie das Beispiel
von Lemna trisulca zeigt, andert sich der physiologische Zustand der Pflan-
zen auch wihrend des Tagesverlaufs. Allerdings konnten bei diesbeziiglich
unternommenen Gefrierversuchen mit den beiden Lemna trisulca-Stimmen
sowie dem Lemna minor Stamm 8765 keine unterschiedlichen Uberlebensra-
ten gefunden werden (Resultate nicht dargestellt). Weitergehende Abklédrun-
gen wurden nicht durchgefiihrt, es stellt sich jedoch die Frage, inwieweit die
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Knospen in den tdglichen Rhythmus der Stoffwechselvorgidnge miteinbezo-
gen sind.

Mit Gefrierschutzmitteln wurden analoge Untersuchungen durchgefiihrt, de-
ren Resultate in Tabelle 12 aufgefiihrt sind. Die Osmolalitidt der verwendeten
Gefrierschutzmittel konnte jedoch nicht direkt gemessen werden und wurde
daher mit der folgenden Formel nidherungsweise berechnet:

Mol. d. Gefrierschutzldsung

Osm. d. Gefrierschutzlosung = Osm. d. verdiinnten Losung -
Mol. d. verdiinnten Losung

Dabei muss in Betracht gezogen werden, dass es sich lediglich um einen
Schitzwert handeln kann, da derart konzentrierte Losungen bei weitem nicht
einer idealen Losung entsprechen und die Zunahme der Osmolalitdt somit
kaum proportional zur Erhohung der Partikelzahl verlduft. Uber die Osmolali-
tit verdiinnter Glyzerinlosungen existieren Literaturwerte (WEAsST 1983-
1984), die mit den eigenen Messresultaten gut iibereinstimmen. WILSON und
RoBARDS (1982) untersuchten den osmotischen Druck verschieden konzen-
trierter PVP-Losungen und geben fiir 12% PVP eine Osmolaritit von rund 60
mMol/l an. Da in diesem Konzentrationsbereich fiir eine grobe Abschitzung
die Molaritit durch die Molalitit ersetzt werden darf, kann der ermittelte Wert
ebenfalls bestatigt werden. Fiir die unverdiinnten Gefrierschutzlésungen ste-
hen keine direkten Vergleichsmoglichkeiten zur Verfiigung. Lediglich fiir
Glyzerin kann die Osmolalitidt einer 34.5%igen Losung herangezogen wer-
den, die nach WEeasT (1983-1984) 8330 mMol/kg betrigt; nach vorangegan-

Tab. 12. Osmolalitat [mMol/kg] der fiinffach verdiinnten Gefrierschutzlosungen und dar-
aus abgeschitzte Werte der unverdiinnten Gefrierschutzmittel. In Klammern ist die Osmo-
lalitdt autoklavierter Losungen angegeben.

Osmolality [mmollkg] of cryosolutions diluted five times and therefore estimated values of
the undiluted cryoprotectants. The osmolality of autoclaved solutions is given in paranthe-
Sis.

Konzentration der Konzentration der Osmolalitit der Geschiitzte
verwendeten verdlinnten verdiinnten Osmolalitit der

Gefrierschutzmittel Gefrierschutzmittel Gefrierschutzmittel | Gefrierschutzmittel
40% Glyzerin 8% Glyzerin 1221 (1248) 9400
50% Glyzerin 10% Glyzerin 1582 (1565) 14200
60% Glyzerin 12% Glyzerin 1882 (1896) 20700
10% DMSO-40% Glyz.| 2% DMSO-10% Glyz. 1560 (1568) 14000
10% DMSO0-40% Gluk. | 2% DMSO-10% Gluk. 899 (905) 8100
60% PVP 12% PVP 66 (62) 700
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gener Formel jedoch nur 7300 mMol/kg ergeben wiirde. Daher diirfte zumin-
dest der Schitzwert fiir 40% Glyzerin eher zu niedrig sein. Ausser bei der
PVP-Losung ist die Osmolalitidt aller Gefrierschutzmittel sehr viel hoher als
jene der Zellsifte. Von den getesteten Losungen bieten nur solche einen zu-
friedenstellenden Gefrierschutz fiir Lemnaceae, die eine Osmolalitit von
tiber 10 Mol/kg aufweisen. Durch das Autoklavieren der Gefrierschutzlosun-
gen in den Kryorohrchen verindert sich die Osmolalitit nicht.

3.7.  PHYSIKALISCHE EIGENSCHAFTEN DER VERWENDETEN
GEFRIERSCHUTZMITTEL

Von den meisten in dieser Arbeit verwendeten Gefrierschutzmitteln wurde
der Temperaturverlauf, unter Anwendung der bei Kryokonservierungsversu-
chen benutzten Methoden, wihrend dem Einfrieren und Auftauen aufge-
zeichnet. Infolge der raschen Temperaturdnderungen konnten bei Freonversu-
chen keine entsprechenden Messungen durchgefiihrt werden. Wird néamlich
ein mit einem Glyzerintropfen versehener Temperaturfiihler in fliissiges Fre-
on getaucht, dauert sowohl die Abkiihlung als auch die anschliessende Erwir-
mung durch direktes Eintauchen des Fiihlers in Wasser bei Zimmertemperatur
weniger als zwei Sekunden. Bei derartigen Experimenten gilt zu beachten,
dass der gemessene Temperaturverlauf der Losung in grossem Masse von der
Entfernung des Fiihlers von der Aussenwand des Gefidsses abhingt. Dabei
handelt es sich keinesfalls lediglich um einen zeitlich verzdgerten Ablauf,
sondern auch Kiihlrate, Grad der Unterkiihlung und moglicherweise die ent-
stehende Eismenge konnen ortlich verschieden sein (PErSIDSKY und LUYET
1975). Daher wurde darauf geachtet, dass bei allen Messungen die Spitze des
Temperaturfiihlers im Zentrum des Kryorohrchens, rund 3 mm iiber dem Ge-
fissboden plaziert werden konnte. Des weitern wurde auch eine allfdllige
Triibung der Losungen festgehalten (Tab. 13 und 14). Es muss jedoch zur
Kenntnis genommen werden, dass durchsichtiges Eis keinesfalls kristallfrei
sein muss (MERYMAN 1958, LUYET et al. 1962, MACKENzIE 1977). Nach LUYET
(1970) wird namlich die Triibung nur von Kristallen verursacht, deren Aus-
dehnung grosser als die kleinste Wellenldnge des sichtbaren Lichts ist. Dies
bedeutet auch, dass der Zeitpunkt einer beobachtbaren Triibung nicht mit dem
Kristallisationszeitpunkt iibereinstimmen muss. Die verschiedenen Zustands-
dnderungen wihrend dem Einfrieren und Auftauen kénnen am besten mit ei-
nem "Differential Scanning Caloriemeter” anhand von endo- und exothermen
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Vorgingen festgestellt werden. Durch die Kristallisation wie auch Vitrifika-
tion der Losung wird Wirme freigesetzt (ANGELL und TUCKER 1980, BOUTRON
et al. 1986), wihrend beim Schmelzen des kristallinen und auch amorphen Ei-
ses Energie aufgewendet werden muss (Rey 1960, LUYeT 1970, BouTrON et al.
1986, MACFARLANE 1986, HirsH 1987, JocHEM und KORBER 1987), wodurch
die Erwdrmung des Systems gehemmt wird. Die Umwandlung von kubi-

Tab. 13. Beobachtungen iiber Zustandsinderungen verschiedener Gefrierschutzmittel

wihrend dem Einfrieren und Auftauen.

Observations for different cryoprotectants of phase transitions during freezing and tha-

wing.
Gefrierschutz- Art des 5 Optische I Art des Optische
mittel Einfrierens Anderung Auftauens Anderung
40% Glyzerin direkt in fl. bleibt + 30°C-Wasserbad t wird opak
Stickstoff durchsichtig f
Gefrierapparat wird opak — ' —
45% Glyzerin Gefrierapparat wird opak —_— —
50% Glyzerin direkt in fl. bleibt 30°C-Wasserbad wird opak
Stickstoff i durchsichtig
Gefrierapparat bleibt 30°C-Wasserbad wird opak
durchsichtig
3°C/Minute wird opak
-1°C/Minute wird opak — —
60% Glyzerin direkt in fl. bleibt 30°C-Wasserbad bleibt
Stickstoff durchsichtig durchsichtig
Gefrierapparat bleibt 30°C-Wasserbad bleibt
durchsichtig durchsichtig
3°C/Minute bleibt
durchsichtig
-1°C/Minute bleibt 30°C-Wasserbad bleibt
| durchsichtig durchsichtig
10% DMSO-40% | Gefrierapparat bleibt 30°C-Wasserbad wird opak
Glyzerin durchsichtig
10% DMSO-40% | Gefrierapparat wird opak | — —
Glukose
60% PVP Gefrierapparat bleibt 30°C-Wasserbad bleibt
durchsichtig durchsichtig
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Tab. 14. Beobachtungen iiber Zustandsénderungen bei 50% Glyzerin. Die Proben enthiel-
ten Lemna minor-Pflanzen und wurden entweder mit verschiedenen Kiihlgeschwindigkei-
ten tiefgefroren oder mit 1°C/Min. auf eine bestimmte Temperatur vorgekiihlt und nach
10-miniitiger Ausgleichsphase mit 10°C/Min. weitergekiihlt.

Observations with 50% glycerol of phase transitions. The samples containing Lemna mi-
nor plants were either frozen at different cooling rates or precooled to a certain tempera-
ture at 1 °C/min and, following a 10 minute annealing, cooled further at 10 °C/min.

Kiihlrate | -10.00 | Losung bleibt durchsichtig

[°C/Min.] -3.13 Losung bleibt tdurchsichtig, aber opake Einschliisse vorhanden
-1.79 Losung wird topak

-1.25 Losung wird opak

Vor- -30 Losung bleibt durchsichtig

Kiihl- -35 Losung bleibt durchsichtig

tempe- -40 Losung bleibt durchsichtig, aber opake Einschliisse vorhanden
ratur -45 Losung wird opak
[°C] -50 Losung wird opak

-75 Losung wird opak
-100 Losung wird opak

schem in hexagonales Eis diirfte mit thermodynamischen Messmethoden
nicht erfassbar sein, da der Strukturaufbau dieser beiden Kristallfformen sehr
dhnlich ist (DoweLL und RINFRET 1960). Zur Beurteilung der aufgezeichneten
Einfrier- und Auftaukurven muss allerdings beriicksichtigt werden, dass Zu-
standsénderungen unter Umstéinden durch weitere thermodynamische Ereig-
nisse iiberdeckt sein konnen und dann schwer oder nicht erkennbar sind. So
bemerkt BOUTRON (1984), dass mit dem "Differential Scanning Caloriemeter”
keine freiwerdende Kristallisationsenergie gemessen werden kann, wenn das
Kristallwachstum langsam iiber einen weiten Temperaturbereich vor sich
geht. Bei den hier verwendeten Losungen diirfte dies, zumindest bei raschem
Auftauen, ebenfalls der Fall sein. Das Vorhandensein von Kristallen kann je-
doch am Abflachen der Auftaukurve unterhalb des Schmelzpunkts festgestellt
werden. Nach beendetem Schmelzvorgang steigt die Kurve wieder stédrker an.
Ob die Kristalle vorwiegend wihrend dem Einfrieren oder Auftauen entstan-
den sind, kann bei partiell vitrifizierenden Losungen anhand des Schmelzens
des amorphen Eises beurteilt werden. Dieser Vorgang ist ebenfalls durch eine
Abflachung der Auftaukurve gekennzeichnet und sollte bei den hier verwen-
deten Glyzerinlésungen meist zwischen -120 und -100°C beobachtbar sein.
Danach ist ein deutliches Ansteigen der Kurve feststellbar, das aber in den
wenigsten Fillen mit einem Kristallwachstum in Zusammenhang gebracht
werden kann und auch dann auftritt, wenn kein spiteres Schmelzen von kri-
stallinem Eis erkennbar ist (siehe Fig. 38c). Dieser erhohte Temperaturanstieg
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diirfte vielmehr das Resultat des plétzlich fehlenden Wirmeentzugs sein, wie
dies auch nach dem Schmelzen der kristallinen Phase der Fall ist, oder er
konnte auf eine woméglich bessere Wirmeleitfdhigkeit der Fliissigkeit zu-
riickzufiihren sein. Wenn bereits wihrend dem Einfrieren eine grossere Men-
ge kristallines Eis ausgefallen ist, kann beim Auftauen der Schmelzvorgang
des vitrifizierten Eises undeutlich oder nicht mehr erkennbar sein (LUYET und
KROENER 1958). Dies hdngt moéglicherweise damit zusammen, dass die Wir-
meleitfahigkeit der kristallinen Phase allgemein bedeutend hoher ist als jene
des amorphen Eises.

Beim Einfrieren von 40% Glyzerin bleibt die Losung lediglich wihrend dem
direkten Eintauchen des Kryorohrchens in fliissigen Stickstoff durchsichtig,
und in diesem Fall kann auch keine freiwerdende Kristallisationsenergie fest-
gestellt werden (Fig. 37a). Daher sollte beim Auftauen im 30°C-Wasserbad
(Fig. 38a) das Schmelzen des amorphen Eises beobachtbar sein, ist aber wohl
wegen der hohen Wirmeleitfahigkeit dieser Losung, die nach Persipsky und
LUYeT (1975) mit zunehmendem Wassergehalt deutlich zunimmt, kaum aus-
machbar. Der Schmelzvorgang konnte jedoch bei etwa -120°C beendet sein,
da dort die Kurve deutlich ansteigt. Wihrend dem weiteren Auftauen muss ei-
ne grossere Menge Kiristalle entstehen, da die Losung opak wird und das
Schmelzen dieses Eises klar ersichtlich ist. Der Zeitpunkt dieser Kristallisa-
tion kann wie erwartet nicht eindeutig festgelegt werden, der nur bei dieser
Kurve beobachtbare konkave Verlauf im Bereich zwischen -120 und -80°C
diirfte jedoch darauf hinweisen, dass die Kristallbildung unterhalb -80°C
stattfindet. LUYET et al. (1958) ermittelten bei dieser Losung bei einer aller-
dings erheblich geringeren Auftaugeschwindigkeit einen Kristallwachstums-
bereich von -105 bis -87°C. Beim Einfrieren dieser Losung mit dem Gefrier-
apparat ist stets eine Kristallisation feststellbar, welche deutlich unterhalb
dem Schmelzpunkt liegt (Fig. 39a und 43a). Beim langsamen Kiihlen mit
1°C/Min. ist zudem, wie bei den iibrigen getesteten Glyzerinlosungen, im Be-
reich von ungefihr -105°C eine geringe Abflachung der Kurve bemerkbar,
die moglicherweise durch eine Vitrifikation verursacht wird. Die Auftaukurve
der zuvor mit dem Einfrierprogramm T-2511a gekiihlten und im Wasserbad auf-
gewidrmten Probe erinnert trotz dem Vorhandensein einer betrdchtlichen Men-
ge kristallinen Eises an jene vitrifizierter Losungen (Fig. 40a). Das Schmelzen
des amorphen Eises wiirde allerdings in einem ungewdéhnlich hohen Tempe-
raturbereich von -100 bis -92°C stattfinden. Nach den Resultaten von Bou.
TRON und KAUFMANN (1978) zu urteilen, die dhnliche Versuche mit 35% und
39% Glyzerin durchfiihrten, diirfte es ziemlich sicher sein, dass eine 40%



0 -
— =25 -
i
5 -50 A
o~
g 75
5 -100
-125 A
"'150 T T T LR (R T T i 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit [Sek.] a
0 -
5 2]
5 50 -
o
g .75 -
5
S -100 -
-125 S
'150 AR S S L B SR DM S S N TR (RN AN LN S NN L BN M s ME A (R M |
0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit [Sek.] b
0 -
— 251
S 3
5 -50 +
g 75
e -100
-125 -
‘150 ——r—r G A e SR R T T L L 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit [Sek.] C

Fig. 37. Einfrierkurven von Glyzerinlgsungen, die durch direktes Eintauchen in fliissigen
Stickstoff rasch tiefgekiihlt wurden.

Freezing curves of glycerol solutions rapidly cooled by direct immersion in liquid nitro-
gen.

a. 40% Glyzerin, b. 50% Glyzerin, ¢. 60% Glyzerin
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Fig. 38. Auftaukurven von im 30°C-Wasserbad rasch erwiarmten Glyzerinldsungen, die zu-
vor durch direktes Eintauchen in fliissigen Stickstoff tiefgekiihlt wurden.

Rewarming curves of glycerol solutions rapidly thawed in a 30°C waterbath following
cooling by direct immersion in liquid nitrogen.

a. 40% Glyzerin, b. 50% Glyzerin, c. 60% Glyzerin
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Fig. 39. Einfrierkurven von Glyzerinldsungen, die mit dem Gefrierapparat tiefgekiihlt wur-

den.
Freezing curves of glycerol solutions cooled with the freezing apparatus.
a. 40% Glyzerin, b. 50% Glyzerin, ¢. 60% Glyzerin
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Fig. 40. Auftaukurven von im 30°C-Wasserbad rasch erwidrmten Glyzerinldsungen, die zu-
vor mit dem Gefrierapparat tiefgekiihlt wurden.

Rewarming curves of glycerol solutions rapidly thawed in a 30°C waterbath following
cooling with the freezing apparatus.

a. 40% Glyzerin, b. 50% Glyzerin, c. 60% Glyzerin
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Glyzerinlosung beim Kiihlen mit dem Gefrierapparat vollig auskristallisiert,
wodurch der Schmelzpunkt der amorphen Restlésung hoher als jener stirker
konzentrierter, aber nur unvollstindig auskristallisierter Losungen ist und bei
Auftauraten ab 20°C/Min. tatséchlich iiber -100°C liegt.

Beim Einfrieren von 50% Glyzerin unter Anwendung verschiedener Kiihlme-
thoden ist nie eine deutliche Kristallisation sichtbar (Fig. 37b, 39b und 43b).
Wihrend dem Abkiihlen mit 1°C/Min. findet aber offenbar ein langsames
Kristallwachstum statt, da die tiefgefrorenen Proben opak sind. Bei genauem
Hinsehen kann zwar eine ganz leichte Abflachung der Einfrierkurve zwischen
-50 und -65°C bemerkt werden, diese Abweichung ist jedoch zu gering, um
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Fig. 41. Auftaukurven von in Luft bei -20°C erwirmten Glyzerinlosungen, die zuvor mit
dem Gefrierapparat tiefgekiihlt wurden.

Rewarming curves of glycerol solutions thawed by air of -20°C following cooling with the
[freezing apparatus.

a. 50% Glyzerin, b. 60% Glyzerin
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eine klare Aussage iiber den Kristallisationsbereich machen zu kénnen. Beim
Auftauen dieser Losung im 30°C-Wasserbad (Fig. 44a) ist das Schmelzen der
amorphen Restlosung nicht sichtbar, im Gegensatz zu den wihrend dem Ein-
frieren durchsichtig bleibenden Losungen, bei denen diese Phasenumwand-
lung klar erkennbar ist (Fig. 38b und 40b). Bei weiterem Erwidrmen werden
auch diese Losungen opak, erwartungsgemass ist jedoch kein deutlicher Kri-
stallwachstumsbereich ausmachbar. Der Schmelzpunkt des kristallinen Eises
ist hingegen in allen drei Fillen gut erkennbar. Werden die mit dem Gefrier-
programm T-251a gekiihlten Proben langsam aufgetaut, ist der Wachstumsbe-
reich klar ersichtlich (Fig. 41a und 42a). Die Kristallisation findet bei Proben,
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Fig. 42. Auftaukurven von mit 3°C/Min. erwidrmten Glyzerinldsungen, die zuvor mit dem
Gefrierapparat tiefgekiihlt wurden.

Rewarming curves of glycerol solutions thawed at 3 °C/min following cooling with the
[freezing apparatus.

a. 50% Glyzerin, b. 60% Glyzerin



- 101 -

) ~
g 25
2 -50 A
2
g -75 1
(5]
=
-100 -
'125 L ) L e v T ) ) 5 S e e e B B PR R i B e e o P e o e B S e o e e e o |
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Zeit [Min.] a
0 -
g -25 -
2 -50 -
5
g 75 1
e
-100 -
'125 T Trrrrrrrrr it TR LI N AL SR .S (AL O AL T LI B A LTI SO SO OO LR ™
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Zeit [Min.
- : b
0 -
T =25 4
5 .50 -
50
2
g -75 -
(5]
=
-100 A
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Zeit [Min.] C

Fig. 43. Einfrierkurven von Glyzerinlgsungen, die mit 1°C/Min. tiefgekiihlt wurden.
Freezing curves of glycerol solutions cooled at 1 °C/min.
a. 40% Glyzerin, b. 50% Glyzerin, c. 60% Glyzerin
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die in -20°C Luft aufgetaut wurden, grosstenteils zwischen -65 und -50°C
statt, bei noch langsamerer Erwidrmung ist dieser Temperaturbereich rund
10°C tiefer. Die in Figur 41 aufgezeichneten Kurven konnen gut mit den Auf-
tauexperimenten von LUYET et al. (1958) verglichen werden, da dort die Auf-
taurate nicht wesentlich rascher war. Die entsprechenden Kurven sind sich
recht dhnlich, wenn auch hier die Kristallisation etwas spiter einsetzt als bei
ihnen. Des weitern ist in Figur 41a der Schmelzpunkt des kristallinen Eises
nicht sichtbar, was wohl mit dem geringen Temperaturunterschied zum Aus-
senmilieu erklidrt werden kann wie auch damit, dass bei dieser Auftaumethode
nur alle zehn Sekunden eine Temperaturmessung vorgenommen wurde. In Fi-
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Fig. 44. Auftaukurven von im 30°C-Wasserbad rasch erwirmten Glyzerinlosungen, die zu-
vor mit 1°C/Min. tiefgekiihlt wurden.

Rewarming curves of glycerol solutions rapidly thawed in a 30°C waterbath following
cooling at 1 °C/min.

a. 50% Glyzerin, b. 60% Glyzerin
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gur 42a wurde die Temperaturaufzeichnung vor Erreichen des Schmelzpunk-
tes beendet.

60% Glyzerinlosungen bleiben unabhingig von der verwendeten Einfrier-
und Auftaumethode stets durchsichtig, und zumindest beim Kiihlen kann nir-
gends freiwerdende Kristallisationsenergie festgestellt werden (Fig. 37c¢, 39¢
und 43c). Beim Auftauen ist das Schmelzen des vitrifizierten Eises in jedem
Fall zwischen -110 und -105°C deutlich erkennbar. Ob beim Erwdrmen im
30°C-Wasserbad bei Proben, die zuvor mit dem Gefrierapparat eingefroren
wurden, eine geringe Menge kristallines Eis entsteht, ist unklar, da einerseits
eine kleine Temperaturspitze bei -55 respektive -65°C zu verzeichnen ist, an-
derseits, wie bei den iibrigen Auftaukurven, kein Schmelzen von Kiristallen
erkennbar ist.

Beim Auftauen der vitrifizierten Glyzerinlosungen im Wasserbad entstehen
immer Risse, wie dies bei Materialien mit einer schlechten Wirmeleitfahig-
keit, wodurch lokal unterschiedliche Ausdehnungen auftreten, oft vorkommt
(MACFARLANE 1987, LANGIs und Steponkus 1990). Wie gross bei den Kryo-
versuchen der dadurch entstandene Verlust an Wasserlinsen ist, konnte nicht
untersucht werden, diirfte jedoch in Anbetracht der geringen Grosse der
Knospen eher unbedeutend sein.

Von drei weiteren Gefrierschutzlésungen wurden wihrend dem Einfrieren mit
dem Gefrierapparat ebenfalls Temperaturkurven aufgezeichnet (Fig. 45a-c),
wie auch beim anschliessenden Auftauen im 30°C-Wasserbad (Fig. 46a-c).
Obwohl es sich bei 10% DMSO-40% Glyzerin um eine aus drei Komponen-
ten bestehende Losung handelt, besteht kein nennenswerter Unterschied zur
Auftaukurve von 50% Glyzerin. Die Losung bleibt beim Einfrieren ebenfalls
durchsichtig und wird wihrend dem Aufwidrmen opak. Der Schmelzpunkt des
amorphen Eises ist um einige Grade tiefer, wie dies anhand der Daten von
BouTroN und KAUFMANN (1978) zu erwarten war. 10% DMSO-40% Glukose
hingegen kristallisiert bereits wiahrend der Vorkiihlphase aus. Wihrend beim
hier abgebildeten Beispiel die Losung nicht unterkiihlt, konnte bei Wiederho-
lungsversuchen eine geringe Unterkiihlung um wenige Grade festgestellt wer-
den. Beim Auftauen kann kein Schmelzen von amorphem Eis registriert wer-
den, der Schmelzpunkt der kristallinen Phase ist jedoch gut erkennbar. Bei
60% PVP kristallisiert ein Teil des Wassers nur wenig unterhalb dem
Schmelzpunkt aus. Es diirfte sich dabei um eine recht geringe Menge han-
deln, da das Schmelzen dieses Eises beim Auftauen nicht feststellbar ist und
beim Kiihlen von 65% PVP keine Kristallisation beobachtet werden konnte
(Temperaturkurve nicht abgebildet). Die Resultate stimmen gut mit dem in



- 104 -

0 -
= 25
5
g 50
é 75
(]
=
-100
’125 T T T T LA G T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zeit [Min.] a
0,
5 25 -
g 50
é 5 »
L
= 100 |
-125 T T T T | R T T T »
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zeit [Min.] b
0 -
;o" -25
2 .50 -
&
é 75 -
[}
= 100 |
'125 LA SN TN B PR B TR RN (N TN BN TR B S S LR N | LA L R S S B S B S B S S A S S
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Zeit [Min.] i

Fig. 45. Einfrierkurven von verschiedenen Gefrierschutzlosungen, die mit dem Gefrierap-
parat tiefgekiihlt wurden.

Freezing curves of different cryosolutions cooled with the freezing apparatus.

a. 10% DMSO-40% Glyzerin, b. 10% DMSO-40% Glukose, c. 60% PVP
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Fig. 46. Auftaukurven von verschiedenen, im 30°C-Wasserbad rasch erwdrmten Gefrier-
schutzldsungen, die zuvor mit dem Gefrierapparat tiefgekiihlt wurden.

Rewarming curves of different cryosolutions thawed in a 30°C waterbath following cool-
ing with the freezing apparatus. o

a. 10% DMSO-40% Glyzerin, b. 109% DMSO-40% Glukose, c. 60% PVP
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MAcKEeNzIE (1977) abgebildeten Phasendiagramm iiberein, obwohl das von
ihm verwendete PVP ein etwas niedrigeres durchschnittliches Molekularge-
wicht aufwies. Unerklart bleibt die Tatsache, dass bei 60% PVP kein Schmel-
zen einer amorphen Phase sichtbar ist, obwohl nach MacKenzie (1977) PVP
genau wie Glyzerin nicht auskristallisiert und oberhalb -50°C schmelzen soll-
te. Die untersuchten PVP-Losungen blieben wihrend dem ganzen Kiihl- und
Auftauvorgang durchsichtig.

Die anhand von diesen Temperaturkurven gewonnenen Erkenntnisse besta-
tigen die Vermutung, dass Lemnaceae nur dann erfolgreich kryokonserviert
werden konnen, wenn ein Kristallwachstum in der Gefrierschutzlésung ver-
mieden oder zumindest stark unterdriickt werden kann. So entsteht bei 40%
Glyzerin, das fiir die Lemnaceae-Kryokonservierung ungeeignet ist, stets ei-
ne erhebliche Menge kristallines Eis, wie dies auch bei der 10% DMS0-40%
Glukose-Losung der Fall ist, die selbst bei raschem Kiihlen durch direktes
Eintauchen in fliissigen Stickstoff auskristallisiert (Einfrierkurve nicht abge-
bildet). 60% Glyzerin zeigt bei allen Versuchen keine oder héchstens eine mi-
nime Kristallbildung und ist daher als Gefrierschutzmittel, unabhidngig von
der Kiihl- beziehungsweise Auftaurate, gut geeignet. Bei 50% Glyzerin findet
zwar zumindest wihrend dem Auftauen stets eine Kristallisation statt, wenn
aber das Wachstum durch geniigend rasches Kiihlen und Erwirmen derart ge-
hemmt wird, dass beim Auftauen der Schmelzpunkt des amorphen Eises gut
beobachtbar bleibt und kein klarer Kristallwachstumsbereich feststellbar ist,
scheinen sich diese Kristalle zumindest auf gewisse Lemnaceae-Arten nicht
schiadigend auszuwirken. Die bei 60% PVP entstandene kristalline Eismenge
diirfte allerdings kaum fiir das 100%ige Absterben der Lemna minor-Pflan-
zen verantwortlich sein. Um diese Vermutung zu bestidtigen, wiren Kryokon-
servierungsversuche mit 65% PVP notig gewesen, doch ist diese "Losung”
derart zihfliissig, dass es unmoglich ist, die Pflanzen in dieselbe einzutau-
chen, ohne gravierende Verletzungen zu verursachen.
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