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1. EINLEITUNG

1.1. PROBLEMSTELLUNG

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

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

experimentell physiologisch und 6kologisch mit Lemnaceae. Diese Pflanzen

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

WorYTKIEWICZ 1980), sehr gut fiir Untersuchungen unter Laborbedingungen.

Obwohl sie einige interessante Eigenschaften besitzen, die eine Verwendung

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

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

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

Phosphatkonzentrationen sowie der Fihigkeit, Schwermetalle (STEPHENSON et

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

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

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

graphien zu finden. Da diese beiden Werke einen umfassenden Uberblick

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

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

nommene Lemnaceae-Sammlung umfasst zur Zeit etwa 1200 Stimme aus

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

Pflanzen alle drei Monate auf frische Agarmedien iibertragen werden miissen.

Die vorliegende Arbeit gewihrt einen detaillierten Einblick, inwieweit und

unter welchen Voraussetzungen es moglich ist, verschiedene Arten unter

Fliissig-Stickstoffbedingungen aufzubewahren. Um eine geeignete Kryokon-

servierungsmethode entwickeln zu konnen, mussten die folgenden Grundla-

gen erarbeitet werden:

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

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



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

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

1.2. PHYSIKALISCHES VERHALTEN WASSERIGER LOSUNGEN
BEI TIEFEN TEMPERATUREN

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

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

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

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

1.3. ZELLSCHADIGUNG BEI TIEFEN TEMPERATUREN UND
NATURLICHE FROSTRESISTENZ

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

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

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

1.4. DIE KRYOKONSERVIERUNG

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

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

2.1. DIE FAMILIE DER LEMNACEAE

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

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

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

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

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

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

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

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

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

gende Weise ermoglicht:

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

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

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

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

2.2. VERWENDETE ARTEN UND STAMME

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

2.3. STERILISATION UND KULTIVIERUNG DER PFLANZEN

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

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

List about origin of studied clones.

7653

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

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

7803 Illinois, Chicago, Salt Creek

7996 Brasilien, Rio Grande do Sul, Pelotas

8411 Panama, Panama City

8621 Argentinien, Corrientes, Concepcion

8658 Argentinien, Corrientes, San Luis

8662 Argentinien, Corrientes, Empedrado

8699 Japan, Honshu

8701 Japan, Honshu

8800 Kalifornien, San Diego

8821 Argentinien, Formosa

8831 Argentinien, Formosa

8836 Argentinien, Chaco

8839 Argentinien, Corrientes

8843 Argentinien, Corrientes

8845 Brasilien, Rio de Janeiro

8880 Kalifornien, San Luis Obispo County

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

6589 Kalifornien, San Joaquin County, Stockton

6600 Kalifornien, Mono County, Fales Hot Springs

6711 Kalifornien, San Mateo County, La Honda

6717 Guatemala, Chimaltenango, Chocoyas

6726 Kalifornien, Kern County, Onyx

7637 Washington State, Asontin County

8022 Arkansas, Clarc County, Gurdon

8065 Texas, Brazoria County, Old Ocean

8686 Chile, Valdivia

8739 Argentinien, Rio Negro

8804 Argentinien, Chaco

8810 Argentinien, Buenos Aires

8819 Argentinien, Formosa

8835 Argentinien, Chaco

8857 Kalifornien, San Luis Obispo County

8860 Kalifornien, San Diego

8879 Kalifornien, San Luis Obispo County

8899 Chile
Wolffiella hyalina 7376 Agypten, Mahallet, El Qubba

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

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

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

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

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

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

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

2.4. GEWINNUNG VON TURIONEN UND SAMEN

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

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

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

2.5. KRYOKONSERVIERUNG DER LEMNACEAE

Das Vorgehen umfasst die nachfolgenden fiinf Teilschritte:

- Gefrierschutzmittelzugabe

- Einwirkung der Mittel auf die Pflanzen

- Einfrieren

- Lagerung

- Auftauen der Proben und Entfernung der Gefrierschutzmittel

Gefrierschutzmittelzugabe

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

Einwirkung der Mittel auf die Pflanzen

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

Tab. 3. Beschreibung der verwendeten Kiihlprogramme.

Description of freezing programs.

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

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

Einfrieren

Die nachfolgenden drei Gefriermethoden fanden Anwendung:

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

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

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

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

Lagerung

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

Auftauen und Entfernen der Gefrierschutzmittel

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

2.6. ANFERTIGUNG TRANSPARENTER GLIEDER

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

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

2.7. OSMOLALITATSMESSUNGEN

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

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

2.8. STATISTISCHE UND GRAPHISCHE AUSWERTUNGEN

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

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

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

zahl Mutterglieder [TG/MG]

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

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



- 44 -

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.



- 46 -

1.6 1 ‘ 1.6 -
o 14 - o L4q L
| = | & 1 B
% 12 | B 1§12
= 1.0 { = 1.0 -
[P 5] 5
- 8 0.8 - = 0.8 1
= & j
E 0.4 4 E 0.4
:D 0‘2 ] i s s :D 0'2 i ;""
0.0 T ' 1:1:3:_ . TN b 0.0 S I R B .
EWZ 30 Min. 60 Min. 90 Min. : EWZ 5Min. 30 Min. 90 Min.
| |
: Referenz ‘ =] Referenz
| B Kryokonservierung a B® Kryokonserv. b
s — ] —
e M s,
o 1.4 4 | o 1.4 -
$ 12 | £ 12]
E::e 1.0 1 | t 10 1 fei
5 4 foeel 5] 1 facisie
= 0.8 - £ 0.8 4 [
£ 0.6 - | 5 06 -
2 06 | & 96
:§ 0.2 1 g o 0.2 9
| 0.0 RO - R 0.0 e
i 10% D. 50% GI. EWZ 90 Min. 180 Min. 360 Min.
+ 40% Gl.

Referenz, EWZ=90 Min.
g Kryokonserv., EWZ=90 Min.

C

Referenz, 10% DMSO-30% Glyzerin
B& Kryokonserv., 10% DMS0-30% Glyz.

Kryokonserv., 40% Glyzerin

d

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
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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
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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]

B8 EWZ =30 Min. 8§ EWZ = 90 Min. EWZ = 180 Min.
2% EWZ = 60 Min.  EE EWZ = 120 Min. [5 EWZ = 300 Min.
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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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"é _ 0.8 1 R Referenz, EWZ = 90 Min.
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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



o il =

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.
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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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M Kryokonserv.: Freonmethode, EWZ = 30 Min.

PR B

© o o o O |
e L LTS I S ' |
1

Uberlebensrate
[TG/MG]

|

e
o
l

40% Glyzerin

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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L S

Uberlebensrate
[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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L. valdiviana, Referenz
g8l L. valdiviana, Kryokonservierung
B8 L. minor, Kryokonservierung
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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
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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%
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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
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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-

Temperatur [°C]
QO
wn

-100 -
-125 A
aso e
0 20 40 60 80 100 120 140
_ Zeit [Sek.] a
0_
25 |

Temperatur [°C]
4
wn

-125 -
SIS0 A -
0 20 40 60 80 100 120 140

Zeit [Sek.] b

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
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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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4. DISKUSSION

4.1. MOGLICHE WIRKUNGSWEISEN EXTRA- UND
INTRAZELLULARER KOMPONENTEN

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

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

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

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

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

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

4.2. SCHADIGUNGSGRAD DER UBERLEBENDEN ZELLEN

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Eine weiter Steigerung des Proteingehalts konnte sich aber durchaus positiv

auswirken, wie dies beispielsweise durch die Zugabe von Indolessigsédure ins

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

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

von Chloroplasten nicht abgehirteter Pflanzen zunimmt, wenn sie im Zellsaft

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

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

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

Zuchtmedien konnte die Gefrierresistenz ebenfalls erhdhen, und PriBor

(1974) macht auf die Dringlichkeit vermehrter Untersuchungen iiber den

Membranaufbau der aufzubewahrenden Zellen aufmerksam, damit solche

Supplemente gezielt eingesetzt werden konnten.

Nach KarTHaA (1981) sind grossere Meristeme deutlich gefrierresistenter als

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

SUMMARY

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

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

Fronds, roots, and parts of daughter fronds, which are outside of the pouches, are killed by
the addition of the cryoprotectant or by its removal. The pouches seems to play a very im-
portant role to the Lemnaceae cryopreservation by keeping those parts of tissue, which are
inside the pouches, from osmotic shock, supposedly due to the slow penetration of the
fluid added into these pouches. Thus buds and young daughter fronds are exclusively
available for the actual cryopreservation, but regeneration to new individuals requires no
special culture conditions for Lemnaceae, in contrast to most other flowering plants. The
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findings of this study with Lemnaceae are in good agreement with cryobiological ex-
periments, where until now almost, exclusively young tissue of meristematic origin with
cells fit for segmentation was successfully cryopreserved. Buds surviving cryopreservation
are sometimes also damaged and not all of them grow out after thawing. Also callus for-
mation and succulent plants can be recognized, which are in many cases not useable for a
further cultivation. Specimens of certain species which are slightly damaged tend to pro-
duce anthocyanins. A comparatively late recovery after thawing suggests that many buds
need a time period for regeneration.

It is assumed that for the successful cryopreservation of Lemnaceae the plants were dehy-
drated by the cryoprotectant before freezing and the cryosolution vitrifies during cooling.
During thawing a slight crystal growth can be tolerated in some cases. Glycerol in a con-
centration of about 50 v/v% is the only one of all cryoprotectants tested which comes up to
these demands and is comparatively untoxic at least for Lemnoideae species. Though the
minimal cooling rate has to be -3°C/min and the samples must be rapidly thawed in a 30°C
water bath. Lemna minor, by a wide margin the most freeze-resistant species can be cryo-
preserved very easily in the presence of 50 v/v% glycerol, and a distinct increase of the
survival rate seems hardly to be possible. It is recommendable for all other Lemnoideae
species to avoid any crystal growth even during thawing. This aim can be achieved either
by an ultra-rapid cooling and thawing of a 50 v/v% glycerol drop containing the plants or
by increasing the glycerol concentration to 60 v/v%, while simultaneously shortening the
incubation time for dehydration. Wether protection by glycerol against freezing injuries is
only external or if this agent has the ability to penetrate into the cells could not be estab-
lished.

The kind of cultivation before and after cryopreservation is also important for the survival
rate. Plants grown on an agar nutrient medium are especially fitted for a storage in liquid
nitrogen. The increase of freezing resistance by a food sources rich in nitrate suggests that
many species produce proteins, which offer a protection against freezing damage, probably
by inhibiting intracellular nucleation and/or by stabilisation of membranes. After thawing
sugar (sucrose), which is important for recovery of the buds, should be available for the
plants. Importantly, buds of plants with a low freezing resistance do not regenerate when
growing on a sugar-free nutrient solution and die after a certain time. Also the age of cul-
ture influences the survival rate. Plants from young or very old cultures show a reduced
freezing resistance.

Seed of Lemnaceae contains much water and the seeds of Lemna aequinoctialis studied
could survive cryopreservation only following previous air-drying. The concentration of
the cryoprotectant needed was remarkably lower than is necessary for whole plants, and
the solution crystallised during cooling. In freezing experiments with turions of Spirodela
polyrrhiza there was no success.

Cryopreservation is basically suitable as storage method for the subfamily Lemnoideae.
The following mentioned eight species can be stored in liquid nitrogen without hesitation:
Spirodela punctata, Lemna gibba, Lemna disperma, Lemna minor, Lemna japonica,
Lemna obscura, Lemna ecuadoriensis and Lemna turionifera. Storage in liquid nitrogen
is also possible for the residual Lemnoideae species, with exception of Spirodela poly-
rrhiza, as far as the sample size of frozen fronds is big enough. First of all each clone of
these species should to be tested for existence of low freezing resistance. It can be conclud-
ed from the successful cryopreservation of Lemna minor over a period of 21 months that
there is no fear of lost of viability during a long-term storage. The cryopreservation meth-
od developed in this work is not applicable for Wolffia and Wolffiella species, which re-
spond very sensitively to osmotical changes.
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