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Einleitung

1 Einleitung

1. 1 Die Wirkung von Schwermetallen auf Pflanzen und Mechanismen der
Schwermetall-Detoxifikation

Pflanzen werden in der Umwelt von einer grof3en Anzahl von abiotischen und biotischen
Faktoren beeinflusst, mit denen sie sich auseinandersetzen missen. Werden hierbei fur jede
Pflanze individuelle Grenzen Uberschritten, d. h. kommt es zu einer Abweichung vom
Lebensoptimum, entsteht eine Belastungs- bzw. Stress-Situation. Jeder Organismus besitzt in
dieser Auseinandersetzung mit seiner Umwelt ein spezifisches Reaktionsvermdgen, welches
ihm eine Anpassung an die Stress-Faktoren ermdglicht (Schlee, 1992). Anthropogene
Einflisse, deren Ursachen vor allem in der Industrialisierung liegen, fuhrten und fihren auch
heute zu einer starken Belastung der Okosysteme mit Schadstoffen, z. B. mit toxischen
Schwermetallen (Oehlmann und Markert, 1999).

Schwermetalle, Elemente deren spezifische Dichte groRer als 6 dgétmkommen
normalerweise als natirliche Bestandteile in Okosystemen vor (Maywald und Weigel, 1997).
Pflanzen benétigen essentielle Schwermetalle, wie Zn(ll), Mn(ll), Fe(ll), Mo(ll) und Cu(ll),

die als Cofaktoren oder Aktivatoren von Enzymen wichtige biochemische Prozesse in den
Zellen aufrechterhalten (Maywald und Weigel, 1997). In Abhangigkeit von ihrer
Konzentration in der Pflanzenzelle konnen sie dennoch schadigende Wirkungen zeigen.
Neben diesen Spurenelementen gibt es nichtessentielle Schwermetalle, die schon in geringen
Dosen toxisch wirken. Zu ihnen gehoren Cd(ll), Pb(Il) oder Hg(ll).

Schwermetalle reichern sich vor allem durch Klarschlammdingung oder Bergbau in der
Umwelt an (Merian, 1991, Larcher, 1994; Krauss et al., 1998; Markert und Friese, 2000). Die
Verunreinigung von Boden und Wasser mit diesen Elementen kann auf3erordentlich hoch
sein. Jahrhunderte-langer Kupferschiefer-Bergbau ist zum Beispiel im Mansfelder Land die
Ursache der starken Belastung von Gewassern mit Schadstoffen, insbesondere mit
Schwermetallen (siehe Tab. 1).

Richtwerte der EG (EG-Qualitdtsnorm 80/778) fur Trinkwasser liegen bei 3 pg Cd(ll)/L,
10 pg Pb(I/L und < 5 mg Zn(ll)/L (Alloway und Ayres, 1996). Diese Werte werden in den
Oberflachenwassern der Standorte Helbra und Hergisdorf um ein Vielfaches Uberschritten,
wahrend der Ausfluss des Siullen Sees, der eine Akkumulationssenke fir eingetragene

Schadstoffe aus diesem Bergbaugebiet darstellt, relativ unbelastet ist (Tab. 1).
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Tab. 1. Schwermetallgehalte [mg/L] von Wassern im Kupferschiefer-Bergbau-Gebiet des
Mansfelder Landes. (Krauss et al., 1998)

Schwermetall Schwermetallgehalte der Standorte [mg/L]
Sanderschacht Helbra  Stadtborn Hergisdorf ~ Ausfluss des StiRen Sees
(stehendes Gewasser) (FlieBgewasser (FlieBgewasser)
Cd(ln 0,13 2,80 <0,02
Pb(ll) 0,74 1,94 0
Zn(ll) 56,10 2626 0,05

Die Aufnahme von Schwermetallen durch Pflanzen hangt von der Bioverflugbarkeit der
Elemente in Boden, Wasser und Luft ab (Greger, 1999). In aquatischen Systemen wird diese
Verfugbarkeit durch vielfaltige Faktoren, wie pH-Wert, organische Chelatoren, Humin-
Verbindungen, Partikel und komplexierende Agenzien, das Vorhandensein anderer Metalle
oder Anionen, die lonenstarke, Temperatur, Salinitdt oder Lichtintensitat beeinflusst
(Pickering und Puia, 1969; Forstner und Wittmann, 1979; Vray et al., 1992; Gagnon et al.,
1998). Die Mobilitat der Schwermetalle kann unterschiedlich sein. Cd(ll) und Zn(ll) werden
als sehr mobile lonen betrachtet. Dagegen sind Cu(ll) und Pb(Il) immobiler und bilden stabile
organische Komplexe mit Fulvinsduren (Greger, 1999; Pinheiro et al., 1999). Organische
Verbindungen, wie Fulvin- und Huminsduren kénnen in Boden und Sediment fest an die
Partikel-Oberflache adsorbiert sein, aber auch als geléste organische Liganden im Wasser
vorkommen (Petrovic et al., 1999; Pinheiro et al., 1999). Sie beeinflussen in grofiem Malie die
Verfugbarkeit und Mobilitat von Schwermetallen. Wahrend Boden und Sediment als Senken
fur Schwermetalle dienen, stellt das Wasser ein Transportmedium fir die Schwermetalle dar,
wobei die Verfugbarkeit von den Verweilzeiten im Wasser abhangt, welche wiederum von
den bereits genannten Faktoren beeinflusst werden.

Die Akkumulation von Schwermetallen im Wasser erfordert den Nachweis dieser Elemente,
um die Auswirkungen auf die Organismen abschatzen zu kénnen. Die chemische Analyse der
Schwermetallgehalte im System Wasser reflektiert jedoch nur eine momentare
Belastungssituation (Mouvet, 1984). Aussagen uber die langerfristige Beeinflussung von
Pflanzen sind aus solchen Momentaufnahmen nicht moglich.

Uber die unterschiedliche, z. T. zeitabhangige Belastung von Gewassern mit Schadstoffen
gibt es vielfaltige Untersuchungen zur Nutzung von Organismen als Biomonitore und
Bioindikatoren. Aufgrund ihrer morphologischen und physiologischen Eigenschaften
erwiesen sich terrestrische und aquatische Moose als optimale Untersuchungsobjekte

2
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(Mouvet, 1984). Sie sind weitverbreitet, so dass grof3flachige Studien mdéglich sind. Sie
kénnen grofRe Mengen an Schadstoffen akkumulieren und auch tolerieren, was sie vielfaltig
einsetzbar macht.

Die Akkumulation von Schwermetallen durch aquatische Bryophyten, Ruietinalis
antipyretica und Rhynchostegium riparioidesund ihre Nutzung als Bioindikatoren fir
Schwermetalle war Schwerpunkt vieler Arbeiten (Say und Whitton, 1983; Wehr und Whitton,
1983; Mouvet, 1984; Siebert et al., 1996; Mersch und Reichard, 1998). Andere
Untersuchungen an dem Wassermboatinalis antipyreticaumfassten die Bestimmung der
natirlichen Verteilung von Cd(ll), Pb(ll), Zn(ll) und Cu(ll) in Pflanzen verschiedener
Standorte, Biomonitoring in der Elbe, sowie Studien zur Induktion thiolreicher Verbindungen
nach Schwermetall-Stress (Bruns et al., 1995, 1997, 2000a; Bruns und Krauss, 1999). Das
terrestrische Mooslylocomium splendensurde von Berg et al. (1995) als Biomonitor fur

die Belastung natirlicher Standorte in Norwegen mit atmospharischen Spurenelementen
verwendet. Auch andere terrestrische Mod3leyrozium schreberiPolytrichum formosuin
dienten dem Monitoring Schwermetall-belasteter Standorte (Grodzinska et al., 1999;
Wappelhorst et al., 2000).

Die Nutzung biologischer Indikatoren hat den Vorteil, dass zeitabhéngige Verlaufe der
Akkumulation in Abhangigkeit von der Bioverfligbarkeit der Schwermetalle dargestellt
werden konnen (Mouvet, 1984). Dadurch wird eine Erfassung der Schadwirkung auf die
Organismen und eine Risikobewertung belasteter Standorte mdglich.

Eine wichtige Entwicklung in Richtung der Nutzung der Schwermetall-Akkumulation ist die
Untersuchung hoherer Pflanzen, v. a. von Hyperakkumulatoren, fur die Phytoremediation
belasteter Standorte (Kramer et al., 1997; Robinson et al., 1999). Die Nutzung aquatischer
Okosysteme zur Reinigung hoch belasteter Gewéasser wurde in diesem Zusammenhang bisher
nicht naher diskutiert. Grund hierfir kénnten der zum Teil recht geringe Bewuchs der
Gewasser mit geeigneten Arten und die im Gegensatz zum terrestrischen System diffizilere
Handhabung der Anpflanzung dieser Arten sein.

Pflanzliche Organismen reichern Schwermetalle aus der Umwelt an. Neben einer
extrazellularen Biosorption erfolgt eine Aufnahme in die Zellen (Wehr und Whitton, 1983;
Berg et al., 1995; Kugonic und Grcman, 1999; Vazquez et al., 1999). Freie Schwermetall-
lonen im Cytoplasma konnen vielfaltige Schadigungen des pflanzlichen Stoffwechsels
hervorrufen. Es kommt zur Inhibierung des Wachstums, der Beeinflussung von
Photosynthese, Atmung und Transpiration (Clijsters und van Assche, 1985; Stoyanova und
Tchakalova, 1997; Prasad und Strzalka, 1999), Veranderungen von Membranlipiden (Devi
und Prasad, 1999), Austausch von essentiellen Cofaktoren (Zn(ll), Mn(ll)) oder Blockierung

3
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von funktionellen SH-Gruppen in Enzymen (Alloway und Ayres, 1996). Llamas et al. (2000)
fanden bei Wurzeln von Cd(ll)-belastetem Resya satival.) eine Depolarisierung der
Zellmembranen und eine erhéhte Membranpermeabilitat, einhergehend mit einem verstarkten
Efflux an Kalium-lonen. Bei hoheren Cd(ll)-Konzentrationen kam es zu einer Inhibierung der
Respiration. Auch ein erheblicher Einfluss auf den Schwefel- und Stickstoffmetabolismus
wurde beschrieben (Bharti und Singh, 1994; Popovic et al., 1996; McMahon und Anderson,
1998; Nussbaum et al., 1998; Boussama et al., 1999).

Die Toxizitat von Schwermetallen auf Pflanzen ist abhangig von der Sensitivitat der
Organismen, der Dosis und der Dauer der Exposition und der Art des Schwermetalls (Baker
und Walker, 1989). In Abhangigkeit von der Konzentration des Schwermetalls kann man
3 Bereiche unterscheiden, die die Stoffwechselleistungen der Pflanzen beeinflussen. Bereich 1
- Mangelzone, gekennzeichnet durch eine geringe Schwermetall-Konzentration, hat bei
nichtessentiellen Elementen keinen Einfluss auf die Leistung der Pflanzen. Kommen
essentielle Elemente in sehr geringen Dosen vor, kdbnnen Mangelerscheinungen auftreten. Im
Bereich 2, der Toleranzzone, wird der pflanzliche Metabolismus nicht beeintrachtigt. Ab einer
fur jedes Schwermetall spezifischen Konzentration (Bereich 3 — toxische Zone) wird die
toxische Schwelle Uberschritten und es machen sich Auswirkungen auf die
Stoffwechselleistungen der Pflanzen bemerkbar. Bei sehr hohen Konzentrationen kommt es
zum Absterben der Organismen (lethale Toxizitéat).

Wahrend einer Stress-Situation, die z. B. durch die Wirkung von Schwermetallen
hervorgerufen wird, erfahrt jede Pflanze eine Abfolge von charakteristischen Zustandsphasen,
die in Abb. 1 dargestellt sind (nach Seyle, 1936 und Stocker, 1947 aus Larcher, 1994). In der
Alarmphase die durch den Beginn einer Stress-Situation gekennzeichnet ist, kommt es zu
einer Destabilisierung von strukturellen und funktionellen Voraussetzungen fiir eine normale
Funktionsfahigkeit der Pflanzen. Diese Stressreaktion wird mit Gegenreaktionen, wie
Reparaturvorgangen (Proteinbiosynthesen) we novo Synthesen von Schutzstoffen,
beantwortet (Restitution). Halt die Stressdauer an erfolgt inVdielerstandsphaseine
Abhartung des Organismus, die Widerstandskraft wird bis zum Resistenzmaximum
gesteigert. Durch eine folgende Anpassung an den Stressfaktor kommt es zu einer
Stabilisierung der Pflanzenfunktionen im Normbereich. Irreversible Schadigungen kdnnen
entstehen, wenn die Belastung zu schnell zunimmt (akute Schadigung) oder zu lang andauert
(chronische Schadigung). Letzteres endet fur die Pflanzen iBrdehdpfungsphasen der

das Resistenzminimum unterschritten wird. Das Konzept des Stressgeschehens enthéalt
demzufolge destabilisierende  Vorgdnge (Distress) und restabilisierende und
resistenzfordernde Prozesse (Eustress).
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Alarmphase Widerstandsphase Erschopfungsphase

Resistenz-
maximum

Eustress

Normbereich

Abham
Anpassung

Stressreaktion
Restitution

Distress

Resistenz-

\ \ minimum

Akute Schadigung Chronische Schadigung

\4

» Stressandauer

Abb. 1. Phasenmodell des Stressgeschehens (nach Seyle, 1936 und Stocker, 1947 aus
Larcher, 1994).

Im Laufe der Evolution haben die Pflanzen verschiedene Mechanismen entwickelt, um sich
vor Schwermetall-Stress zu schiitzen. Die Anpassung erfolgt auf der Grundlage einer Vielzahl
von biochemischen und physiologischen Reaktionen, sowie morphologischen
Modifizierungen (Schlee, 1992; Sanita di Toppi und Gabbrielli, 1999). Eine Mdglichkeit
besteht in der Hemmung der Aufnahme durch den Ausschluss von Metallionen. Die
Verringerung der lonenaufnahme erfolgt hierbei durch eine verminderte Aktivitat von
ATPasen und/oder eine geringere Kationenaustauschkapazitat der Zellwande. Biochemische
Veranderungen auf der Wurzeloberflache bewirken eine Adaptation von Enzymen an hohe
Metallkonzentrationen. Auch die Bindung der Schwermetalle an SH-Gruppen spezifischer
Proteine der Zellwand ermoglicht eine Verringerung der cytoplasmatischen
Metallkonzentration. In den Pflanzenzellen kdénnen Schwermetalle in den Vakuolen
kompartimentiert werden. Ferner schitzen sich Pflanzen vor der toxischen Wirkung
bestimmter Schwermetalle durch eine Ausscheidung von schwermetallhaltigen Sekreten,
Exkreten und Rekreten oder die kontinuierliche Produktion neuer Akkumulationsorgane,
insbesondere von Blattern. Ein wichtiger Prozess in den Pflanzenzellen ist die Bindung an
weitere Substanzen, z. B. die Chelatierung durch Metallothioneine und Phytochelatine tber

die SH-Gruppen des Cysteins, aber auch durch organische Séauren, wie Citrat und Malat;
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Aminosauren, wie Histidin, Aspartat, Glutamin und Tyrosin oder Phytinsaure Uber den
Sauerstoff oder Stickstoff dieser Liganden (Rauser, 2000).

Durch die Aktivierung solcher Entgiftungsmechanismen sind Pflanzen in der Lage, die
Toxizitat der Schwermetalle zu senken, d. h. hthere Konzentrationen zu tolerieren und so das

Uberleben am Standort innerhalb bestimmter Stressbereiche zu sichern.

1. 2 Xenobiotika

1. 2. 1 Wirkung und Detoxifikation von Xenobiotika in Pflanzenzellen

Neben Schwermetallen sind Pflanzen kontinuierlich zahlreichen anderen, potentiell toxischen
Substanzen in ihrer Umwelt ausgesetzt, die naturlichen oder anthropogenen Ursprungs sind.
Solche ,fremden” Verbindungen — Xenobiotika - kdnnen von den Pflanzen nicht fur die
Ernahrung oder als Energiequelle verwendet werden. Es erfolgt jedoch eine Aufnahme und
Akkumulation durch die Organismen. Weitverbreitete Xenobiotika sind Pestizide und
Herbizide, wie Metolachlor (Abb. 3), Chlorsulfon, Imazethaphyr oder Paraquat (Coleman
et al., 1997; Heldt, 1999).

Aufgrund der grof3en Anzahl und Varietat solcher phytotoxischen Substanzen sind die
Angriffspunkte in der Zelle vielfaltig und reichen von der Reaktion mit dem Schwefel von
Cys- und Met-Resten bis hin zur Anlagerung an die Aminogruppen von Proteinen oder an die
Purine der DNA und RNA (Coleman et al., 1997). So konnen bestimmte Herbizide in die
Biosynthese von Fettsduren, Aminosauren, aber auch Carotinoiden und Chlorophyll
eingreifen. Andere wirken als Phytohormonanaloga oder Mitosehemmer (Heldt, 1999). Sie
besitzen neben cytotoxischen oft auch genotoxische Wirkungen (Coleman et al., 1997).
Substanzen, die mit SH-Gruppen reagieren, konnen Cys-Reste in Proteinen oder Glutathion
blockieren und dadurch Enzymreaktionen beeinflussen. Kim et al. (1995) zeigten z. B., dass
die vakuolare F-Pyrophosphatase (V-PPase) Vanabidopsis thalianawelche eine wichtige

Rolle bei der Regulation der -cytoplasmatischen Pyrophosphat-Konzentration spielt,
irreversibel durch N-Ethylmaleinimid (NEM) inhibiert wird. Verantwortlich hierfur ist die
kovalente Bindung von NEM an das &/sdler V-PPase, wodurch es wahrscheinlich zu einer
sterischen Behinderung oder Konformationsdnderung der Substrat-Bindungsstelle kommit.
Das Herbizid Paraquat wirkt in Pflanzenzellen als Quelle von oxidativem Stress. So fuhrte die
Exposition von Blattern bzw. Samen vonry@a sativa mit Paraquat zu einer
Lipidperoxidation (Chang und Kao, 1997; Yu et al., 2000). Das Blattgewebe wies weiterhin
eine erhdhte Membranpermeabilitéat auf. Paraquat induzierte in SaméfoxadeEum vulgare

und Oryza sativaeinen signifikanten Anstieg der antioxidierenden Enzyme Peroxidase,
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Katalase und Superoxid-Dismutase (Patra und Panda, 1998; Yu et al.,, 2000). AuRerdem
erfolgte eine Erhéhung von GSH, welches Pflanzenzellen vor oxidativem Stress schutzt.

Die Detoxifikation von Xenobiotika erfolgt in einem Multiphasen-Prozess, dargestellt in
Abb. 2 (Coleman et al., 1997; Rea et al., 1998, 1999). In der Phase | (Aktivierung) kommt es
zur Aktivierung der Fremdstoffe durch Hydrolysen oder Oxidationen. Die Hydrolysen werden
durch Esterasen und Amidasen katalysiert. Das Cytochrgf®istem, ein Ham-Protein des
endoplasmatischen Retikulums, katalysiert als Mono-Oxygenase die Oxidation von
Xenobiotika (Bolwell et al., 1994; Werck-Reichhart et al., 2000).

Durch die Aktivierung der Substanzen, d. h. das Einfihren funktioneller Gruppen, wie —OH
oder —COOH, ist die kovalente Bindung an hydrophile Molekile in der Phase |II
(Konjugation) moglich. Solche Molekule sind Glucose, Malonat oder Glutathion. Diese
Reaktionen werden durch Transferasen katalysiert. Die Produkte, die aus diesem Prozess
hervorgehen, sind entweder nicht mehr oder nur noch gering toxisch. Substanzen, die
funktionelle Gruppen besitzen, die der Katalyse der Phase Il - Enzyme zuganglich sind,
werden in Phase I nicht verandert, sondern gleich in die Phase Il geleitet.

Die inaktiven wasserloslichen Konjugate werden nun in PhihsgEliminierung) durch
membrangebundene Transporter aus dem Cytoplasma in die Vakuole und den Apoplasten
transportiert oder an unlésliche Zellbestandteile, wie Lignin, gebunden (Schulz und Friebe,
1999). In der Literatur findet man vielfaltige Studien zur Untersuchung der GSH-S-Konjugat-
Transporter bei Pflanzen (Martinoia et al., 1993; Li et al., 1995; Lu et al., 1997; Tommasini et
al., 1998), wobei die Transportaktivitat oft mit Modellsubstanzen, wie CDNB und NEM, aber
auch mit Metolachlor bestimmt wurde (Abb. 3).

In Phase IV (Transformation) werden die Substanzen dann weiter substituiert oder abgebaut.
Glutathion-Konjugate werden durch die Wirkung zweier Peptidasen zum Cys-Konjugat
abgebaut. Nach Transport dieses Komplexes in das Cytoplasma erfolgt die weitere
Metabolisierung durch Cys-$-Lyasen und der Export der Abbauprodukte in den
Apoplasten, wo eine Bindung an Lignin oder Cellulose mdéglich ist (Sandermann, 1992;
Coleman, et al., 1997; Leustek et al., 2000).
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Abb. 2. Detoxifikation von Xenobiotika in Pflanzen (nach Coleman et al., 1997). CT: GSH-
Konjugat-Transporter; GT: Glucosid-Konjugat-Transporter; VP: vakuoldre Peptidase.
(Gestrichelte Pfeile zeigen einen weiteren modglichen Weg der Glucosylierung von
Xenobiotika im Golgi-Apparat und die Freisetzung Giber Endocytose.)
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Abb. 3. Beispiele fiir Xenobiotika in Pflanzenzellen. CDNB und NEM sind Modellsubstanzen
zur Untersuchung der Detoxifikation von Xenobiotika. (Reaktive Gruppen — fettgedruckt; bei
NEM kann eine Anlagerung an die Doppelbindung des Ringes erfolgen).
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1. 2. 2 Glutathion-S-Konjugat-Transporter
Der vakuolare GSH-S-Konjugat-Transporter gehort zur FamilidAB&-Transporter (ATP-

Binding Cassette”), welche die groRte Gruppe von Membrantransportsystemen in Pro- und
Eukaryoten darstellen (Higgins, 1992; Schneider und Hunke, 1998; Rea, 1999). ABC-
Transporter benétigen fiir ihre Funktion die Energie der ATP-Hydrolyse, sie sifid\ Ry
abhangig. Sie zeigen eine hohe Spezifitat zu bestimmten Substratklassen, innerhalb dieser
Klassen ist die Spezifitat jedoch relativ gering. So gibt es spezifische Transporter fur
Aminosauren, Zucker, anorganische lonen, Polysaccharide oder Peptide (Higgins, 1992). Die
Mitglieder dieser Familie regulieren aber nicht nur die Aufnahme von Né&hrstoffen, sie sind
auch in einer Vielzahl anderer Prozesse integriert, z. B. Signal-Transduktion, Protein-
Sekretion, Resistenz gegen Arzneimittel und Antibiotika, Antigen-Préasentation (Schneider
und Hunke, 1998).

Abb. 4 zeigt den allgemeinen Aufbau eines ABC-Transporters (Higgins, 1992). Alle ABC-
Transporter bestehen aus ein oder zwei Kopien von zwei Strukturelementen: einer
hydrophoben Membran-Domane mit jeweils 4-6 Membran-Helices und einer cytosolisch
orientierten, ATP-bindenden Domane (Rea, 1999). Die Membran-Domanen bilden den Kanal,
durch den die Substrate aufgenommen werden. Sie konnen die Substratspezifitat bestimmen.
Die ATP-bindenden Domanen realisieren die ATP-Hydrolyse. Die Sequenz dieser Doméanen
ist hoch konserviert. Die einzelnen Domanen kdnnen in Prokaryoten als separate Polypeptide

exprimiert werden. In Eukaryoten erfolgt oft eine Fusion zu gréfReren multifunktionalen

Polypeptiden.
Extrazellularer Raum
Transmembrane
Domanen
N c
ATP-bindende
Domanen
Cytoplasma

Abb. 4. Struktur eines ABC-Transporters (nach Higgins, 1992).
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ABC-Transporter kénnen durch Ortho-Vanadat, einen spezifischen Inhibitor von P-Typ
ATPasen, gehemmt werden (Schneider und Hunke, 1998). Gleichzeitig wird eine
Unabhangigkeit von der elektrochemischen Potentialdifferenz dutdonidn, die bei F+
abhangigen Transportern erforderlich ist, beschrieben (Rea et al., 1998).

Martinoia et al. (1993) beschrieben zum ersten Mal einen GSH-S-Konjugat-Transport von
Xenobiotika in isolierte Mesophyllvakuolen von Gerste. Der Transporter erwies sich als
Mg®*ATP-abhéngig und wurde durch Vanadat gehemmt. In den folgenden Jahren wurden
weitere ABC-Transporter in Pflanzen entdeckt (Li et al., 1995; Lu et al., 1997; Tommasini et
al., 1997). Li et al. (1997) fanden 8accharomyces cereviseden “Yeast Cadmium Factor”
YCF1, einen M§'ATP-abhéngigen GSH-S-Konjugat-Transporter, der neben organischen
Verbindungen auch Cd(ll)-GSH-Komplexe in die Vakuolen transportieren kann. Somit
konkurrieren in Saccharomyces cereviseakeim letzten Schritt der Detoxifikation

Xenobiotika und Cd(Il) um den gleichen Prozess.

1. 3 Die Beeinflussung zellularer Prozesse in Pflanzen durch Schwermetalle

und Xenobiotika

1. 3. 1 Der Einfluss von Schwermetallen und Xenobiotika auf die Photosynthese

Die Photosynthese ist ein biochemisch fundamentaler Stoffwechselprozess von Pflanzen. Sie
dient einerseits der Bereitstellung chemischer, im Zellstoffwechsel verwertbarer Energie
(ATP) und der Versorgung der Zellen mit Reduktionsaquvalenten (NADPH "% H
andererseits der Verwendung dieser Substanzen zur Synthese von Hexosen/Kohlehydraten
und anderen organischen Verbindungen. Vorgadnge, die wie die Sulfat- bzw.
Nitratassimilation in den Chloroplasten ablaufen, sind dort direkt von der in der
Photosynthese erzeugten Energie, z. T. Uber die Bildung anderer Produkte, z. B. Ferredoxin
abhangig (Schlee, 1992).

Die Photosynthese ist ein aul3erordentlich Stress-sensitiver Prozess; sie reagiert sehr
empfindlich auf jede Verdnderung abiotischer Umweltfaktoren. Eine Schadigung der
Photosynthese kann zu entscheidenden Veranderungen im gesamten Stoffwechselgeschehen
fihren, da andere metabolische Prozesse vom optimalen Ablauf der Photosynthese abhangen.
Wie in Kap. 1. 1 und 1. 2. 1 beschrieben, zeigen Schwermetalle und organische Schadstoffe
vielfaltige schadliche Auswirkungen auf Pflanzen. Auch die Photosynthese kann durch diese
Substanzen negativ beeinflusst werden, wobei die Angriffspunkte aufgrund der Komplexitat

dieses Systems mannigfaltig sein konnen. Clijsters und van Assche (1985) fassten die Effekte
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von Schwermetallen auf die Photosynthesesysteme von intakten héheren Pflanzen in einer

Ubersicht zusammen (Tab. 2).

Tab. 2. Beispiele furAuswirkungen von toxischen Schwermetall-Konzentrationen auf die
Photosynthese héherer Pflanzen (aus Clijsters und van Assche, 1985).

Betroffener Prozess Schwermetall Organismus
Ni. Cd. Co Phaseolus vulgarjs
Reduktion der Netto-Photosynthese PR Lycopersicon esculentym
Cr, Zn
Sonnenblume, Soyabohne
Erniedrigung des Chlorophyll-Gehaltes, des cd. Pb Lycopersicon esculentum

Chlorophyll a/b-Verhéaltnisses

Phaseolus vulgarjs
Zerstorung der Chloroplasten-Ultrastruktur Cd, Pb  Ceratophyllum demersum,
Lycopersicon esculentum

Inhibierung des PS 1I Zn, Cd Lycopersicon esculentum
Inhibierung der Rubisco Zn Phaseolus vulgaris

Schwermetalle kénnen somit die Photosynthese auf verschiedenen Ebenen inhibieren:
Stomata, Pigmente, Struktur und Funktion von Chloroplasten, Enzyme. Wahrend es zu einer
starken Inhibierung des PS Il und der Rubisco-Aktivitat kommt, ist das PS | weniger
betroffen. Untersuchungen wurden hierbei vor allem an hdheren Pflanzen durchgefihrt.
Carlson et al. (1975) beschrieben einen schadlichen Effekt von Ni(ll) auf die Stomata-
Funktion vonZea maysCd(Il) bewirkte in den Chloroplasten der Wasserpflavizepicatum

eine Zerstbrung der Thylakoidmembranen, auf denen die Photosysteme und die ATP-
Synthase lokalisiert sind (Stoyanova und Tchakalova, 1997). Des weiteren kann Mg(ll), das
Zentralatom der Chlorophylle in héheren Wasserpflanzen durch Cd(ll), Zn(ll) oder Cu(ll)
substituiert werden. Dadurch sinkt der Resonanz-Energie-Transfer von den Antennen-
Pigmenten zum Reaktionszentrum der Photosysteme, was eine Inhibierung der Photosynthese
zur Folge hat (Kupper et al., 1998). Auch eine Verringerung des Chlorophyll-Gehaltes wurde
bei Belastung verschiedener Pflanzen mit Cd(ll) oder Pb(ll) beschrieben (Clijsters und van
Assche, 1985; Larsson et al., 1998; Padmaja et al., 1990).

Xenobiotika schadigen ebenfalls die Prozesse der Photosynthese. Lichtenthaler und Miehe
(1997) untersuchten die Blockierung des photosynthetischen Elektronentransportes durch die
Bindung des Herbizides Diuron (3-(3,4-Dichlorphenyl)-1,1-dimethylharnstoff) an das D1-
Protein des PS Il. Auch Atrazin und Bentazon binden an die Plastochinonbindungsstelle des
D1-Proteines und blockieren so die Photosynthese (Heldt, 1999). Paraquat, ein nicht-
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selektives Herbizid, ruft in Pflanzen oxidativen Stress hervor. Durch Aufnahme eines
Elektrons aus dem angeregten PS | wird es zu einer radikalischen Substanz reduziert, welche
das Elektron weiter auf Sauerstoff unter Bildung des Superoxidradikales Ubertragt (Heldt,
1999; Patra und Panda, 1998). Des weiteren beeinflusst es die Regeneration von
Dehydroascorbat und hemmt somit die Reaktion der Ascorbat-Peroxidase, die in der
Thylakoidmembran lokalisiert ist und der Vermeidung von oxidativem Stress dient (Heldt,
1999).

Das Photosystem 1l ist ein sensitiver Marker, um den Einfluss von Stress-Faktoren auf die
Photosynthese zu untersuchen (Lichtenthaler und Miehe, 1997). Durch Messung der
effektiven Quantenausbeute der Energieumwandlung im PS Il (Chlorophyll-Fluoreszenz)
kébnnen Aussagen uber die Vitalitat von Pflanzen wahrend Belastungssituationen gemacht
werden. Durch Nutzung dieses Parameters ist eine Abschatzung von schéadlichen

Auswirkungen mdaglich, bevor Symptome, wie Chlorosen und Nekrosen, sichtbar werden.

1. 3. 2 Die Sulfatassimilation in Pflanzen und die Biosynthese von Cystein und
Glutathion

Auch die Sulfatassimilation der Pflanzen kann durch Schadstoffe, wie Schwermetalle und
Xenobiotika negativ beeinflusst werden, z. B. durch die Inaktivierung von Enzymen oder die
Inhibierung der Aufnahme von Sulfat. Aul3erordentlich wichtig ist dieser Prozess jedoch fir
die Bereitstellung von Verbindungen, mit denen die Entgiftung dieser toxischen Substanzen
moglich ist (Kap. 1. 1 und 1. 2). So dienen Cystein-reiche Molekiile, wie Phytochelatine und
Metallothioneine, der Chelatierung von Schwermetallen in héheren Pflanzen (Zenk, 1996;
Rauser, 2000). Xenobiotika kénnen an GSH gebunden und Uber GSH-S-Konjugat-
Transporter in die Vakuolen transportiert werden (Coleman et al., 1997). Die
Sulfatassimilation steht in der Pflanzenzelle in enger Verbindung zur Nitratassimilation, die
den Stickstoff in eine fur die Aminosaure- und Proteinbiosynthese verfigbare Form
umwandelt, aber auch zur Photosynthese, die Energieaquivalente fur die Sulfatreduktion in
Form von ATP bereitstellt.

Schwefel wird normalerweise in Form von Sulfat aus dem Boden oder dem Wasser
aufgenommen. In den Zellen erfolgt dann die Umwandlung in seine reduzierte Form, das
Sulfid (Hell und Rennenberg, 1998). Die Aufnahme von Sulfat durch die Plasmamembran
von Wurzeln erfolgt mittels Protonen/Sulfat-Cotransportern. Dabei handelt es sich um
Polypetide von 70-74 kDa. Diese Transporter zeigen keinerlei Homologie zu einer bekannten

Transporter-Familie, so dass man eine eigene Gruppe vermutet (Hawkesford, 2000; Saito,
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2000). InArabidopsis thalianavurden bisher 7 Typen von Sulfat-Transportern gefunden, die
zum Teil relativ geringe Sequenzhomologien zeigen. Die Ursache hierfur kdnnte darin liegen,
dass Sulfat innerhalb der Zelle Uber viele Membranen transportiert werden muss. So erfolgt
die Aufnahme Uber die Plasmamembran in der Wurzel, die Beladung des Xylems der Wurzel,
die Entladung des Xylems in den Blattern und der Transport in die Chloroplasten des
Blattmesophylls. Weiterhin kann eine Phloembeladung in den Blattern zum Transport von
Sulfat in jungere Blatter oder Samen stattfinden. Deshalb wurde eine Klassifizierung in
Wurzeltyp-, Blatttyp- und Wurzel/Sprosstyp-Transporter vorgenommen (Hawkesford, 2000).
Die Aufnahme von Sulfat ist in starkem Masse von der Versorgung mit Schwefel abhéngig
(Bell et al., 1995b; Bolchi et al., 1999; Saito, 2000). Eine weitere Regulation kann Uber den
intrazellularen Gehalt an Sulfat, aber auch Cystein oder Glutathion erfolgen (Herschbach und
Rennenberg, 1991, 1994; Bell et al., 1995b). Nach der Sulfat-Aufnahme kommt es zur
Reduktion des Sulfates oder, bei Sulfatiiberschuss, zur Speicherung des Nahrstoffes in der
Vakuole (Leustek et al., 2000). Die Sulfatassimilation erfolgt vorwiegend in den
Chloroplasten (Heldt, 1999; Saito, 2000). Der Ablauf dieses Syntheseweges ist in Abb. 5
dargestellt (Hell und Rennenberg, 1998; Leustek und Saito, 1999; Leustek und Bick, 2000;
Leustek et al., 2000).

Der erste Schritt der sogenannten assimilatorischen Sulfatreduktion in Pflanzen ist die
Reduktion des Sulfates, da Schwefel in den Zellen vor allem in seiner reduzierten Form
bendtigt wird. Hierzu muss das sehr stabile Sulfat aktiviert werden. Dies geschieht durch ATP
unter Bildung von Adenosin-5’-Phosphosulfat (APS), katalysiert durch die ATP-Sulfurylase.
Dann erfolgt eine Reduktion des aktivierten Sulfates zum Sulfit mittels der APS-Reduktase.
Die pflanzliche APS-Reduktase nutzt reduziertes Glutathion als Elektronendonor, vermittelt
durch das C-terminale Ende des Enzymes, welches in Homologie zum Thioredoxin als
Glutaredoxin fungiert (Leustek et al., 2000). Das aus dem APS freigesetzte Sulfit wird dann
mittels der Sulfit-Reduktase zum Sulfid reduziert wird. Der Elektronentransfer vom Sulfit
zum Sulfid erfolgt durch Sirohdm und 4Fe-4S-Cluster, wobei die Sulfit-Reduktase die
Elektronen vom Ferredoxin erhalt.

Im weiteren Verlauf wird Sulfid in Form von Cystein fixiert, welches die erste stabile
organische Schwefelverbindung darstellt. Fir die Synthese von Cystein muss zunachst Serin
aktiviert werden. Dies geschieht durch Ubertragung des Acetylrestes von Acetyl-CoA auf die
B—Hydroxylgruppe der Aminosaure mittels der Serin-Acetyl-Transferase. Es entsteht O-
Acetylserin. Letztlich erfolgt die Reaktion von Sulfid mit dem aktivierten Serin, katalysiert
durch die O-Acetylserin-(Thiol)-Lyase. Damit bildet Cystein das Endprodukt der
Sualfatassimilation (Hell und Rennenberg, 1998; Heldt, 1999; Leustek et al., 2000).
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Abb. 5. Sulfatassimilation in Pflanzen (nach Hell und Rennenberg, 1998; Leustek et al.,
2000). APS: Adenosin-5-Phosphosulfat, SAT: Serin-Acetyl-Transferase. Subzellulare
Lokalisierung der Enzyme: (C) Cytosol, (P) Plastid, (M) Mitochondrien.

Cystein besitzt eine groRe Bedeutung im pflanzlichen Stoffwechsel, da diese Aminoséaure als
Bestandteil von vielen Enzymen deren Struktur und katalytische Funktion maf3geblich
bestimmt. Ein relativ hoher Anteil des synthetisierten Cysteins wird fiir die Biosynthese von
Glutathion verwendet (Heldt, 1999). Die grof3te Menge an Cystein fliel3t jedoch in die
Proteinbiosynthese.

Neben seiner Funktion als Speicher- und Transportmolekil fir reduzierten Schwefel ist
Glutathion vor allem in Prozesse der Stressantwort und Detoxifikation involviert. Zu nennen
sind: Xenobiotika-, Schwermetall-, Hitze-, Kélte-, und Trockenstress, Schwefeliberschuss,
Pathogenabwehr und oxidativer Stress (Rennenberg und Brunold, 1994; Hell und
Rennenberg, 1998; Noctor et al., 1998; Foyer und Rennenberg, 2000).

Aufgrund seiner redox-aktiven Thiolgruppe spielt Glutathion eine wichtige Rolle als
Antioxidans. So schutzt es funktionelle Thiolgruppen von Enzymen vor der Oxidation, indem
es den reduzierten Status aufrechterhalt. Weiterhin kann es zusammen mit Ascorbat
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Sauerstoffradikale, die bei der Photosynthese als Nebenprodukte auftreten, entsorgen (Noctor
et al., 1998; Heldt, 1999). Xenobiotika kdbnnen durch Konjugation an GSH und Transport in
die Vakuolen detoxifiziert werden (Kap.1.2). Ein Entgiftungsmechanismus fir
Schwermetalle ist die Chelatierung Uber Phytochelatine, deren Vorstufe, bei der am weitesten
verbreiteten Gruppe GSH darstellt (Robinson et al.,, 1993; Zenk, 1996; Rauser, 2000).
Nussbaum et al. (1998) beschrieben einen verstarkten Einbau von Sulfat in hoher molekulare
Peptide, wahrscheinlich Phytochelatine, bei BelastungZem maysmit Cd(ll). Dies war
verbunden mit einer Aktivierung der Sulfatassimilation und der Cystein- und Glutathion-
Biosynthese. Ahnliche Ergebnisse erhielten Heiss et al. (1999) bei der Exposition von
Brassica junceanit Cd(ll). Cd(ll) erhdhte die Expression der ATP-Sulfurylase und der APS-
Reduktase, verbunden mit einer signifikanten Produktion von Phytochelatinen. Die
koordinierte transkriptionale Regulation von Genen der Sulfatassimilation und der GSH-
Biosynthese stellt somit einen wichtigen Teil der zellularen Antwort auf Cd(ll)-Stress dar
(Heiss et al., 1999).

Die Biosynthese von Glutathion erfolgt in zwei Schritten (Abb. 6) (Bergmann und
Rennenberg, 1993). Zuerst kommt es zur Bildungw®C aus Cystein und Glutamat mittels
dery—EC-Synthetase. Der zweite Schritt besteht in der C-terminalen Addition von Glycin an
v—EC durch die GSH-Synthetase. Beide Reaktionsschritte siitAWIB-abhangige Prozesse.

Die Regulation der GSH-Biosynthese erfolgt Uber (a)ydieC-Synthetase-Aktivitat und (b)

eine Feedback-Hemmung derEC-Synthetase durch das Endprodukt GSH (Noctor et al.,
1998).

Cystein + Glutamat y—Glutamylcystein Glutathion
(y—Glutamylcysteinyl-Glycin)

ATP ADP+P, ATP ADP+P,

y—EC-Synthetase GSH-Synthetase

Abb. 6. Biosynthese von Glutathion (hach Bergmann und Rennenberg, 1993).
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1. 3. 3 Die Nitratassimilation in Pflanzen als Voraussetzung der Aminosaure- und

Protein-Biosynthese

Ein zentraler Baustein von Aminoséuren, Proteinen und anderen Biomolekilen in
pflanzlichen Zellen ist reduzierter Stickstoff. Ebenso wie die Photosynthese oder die
Sulfatassimilation kann die Nitratassimilation durch eine Belastung der Pflanzen mit
Schwermetallen und Xenobiotika gehemmt werden. Erwéhnt werden muss wiederum das
enge Wechselspiel zwischen diesen Stoffwechselwegen, das aus der Verwendung der
Produkte fur die Proteinbiosynthese resultiert und ohne das die Pflanzen ihre Lebensfahigkeit
nicht aufrechterhalten kdnnen.

In Pflanzen ist die Aufnahme und Assimilation von Nitrat gN@us dem Boden oder dem
Wasser die Voraussetzung zur Synthese dieser organischen Substanzen. Neben Nitrat kbnnen
viele Pflanzen auch Ammonium (NB als Stickstoffquelle nutzen (Heldt, 1999). Die
Nitratassimilation findet in den Wurzeln und Blattern der Pflanzen statt. In den Wurzeln
werden hochaffine, ATP-abhéngige Aufnahmesysteme fur Nitrat-lonen exprimiert. Sie
werden eingeteilt in 3 Gruppen: ein konstitutives LATS (low-affinity transport system) mit
einer niedrigen Affinitdt zu Nitrat, ein induzierbares und ein konstitutives HATS (high-
affinity transport system) mit einer hohen Affinitat zu Nitrat (Sivasankar und Oaks, 1996;
Wang et al., 1998; Forde und Clarkson, 1999; Liu et al., 1999). Uberschussiges Nitrat wird in
den Vakuolen gespeichert (Sivasankar und Oaks, 1996).

Wassermoose, wieontinalis antipyretica besitzen keine echten Wurzeln, die Aufnahme-,
Stoffwechsel- und Transportfunktionen aufweisen. Die Hauptaufgabe der Rhizoide besteht in
einer Verankerung auf dem Untergrund (Kap. 2. 1). Die Aufnahme von Nahrstoffen erfolgt
Uber die Blattoberflache. Es ist anzunehmen, dass sich in den Blattern des Mooses
Aufnahmesysteme entwickelt haben, die denen der Wurzeln hoéherer Pflanzen entsprechen.
Da die Nitratassimilation auch in den Blattern stattfindet, wird im weiteren dieser
Stoffwechselprozess nur in diesen Organen beschrieben.

In Abb. 7 ist die Nitratassimilation in den Blattern von Pflanzen dargestellt (Oaks, 1994a/b;
Sivasankar und Oaks, 1996; Heldt, 1999). Nach Aufnahme des Nitrates erfolgt seine
Reduktion zum Nitrit mittels der Nitrat-Reduktase. Diese Reaktion findet im Cytosol statt.
Bei den meisten Pflanzen ist das Reduktionsmittel NADH. Manche Isoformen des Enzymes
kénnen zusatzlich NADPH verwenden. Jede der beiden Untereinheiten der Nitratreduktase (je
99-104 kDa) besitzt eine Elektronentransportkette aus FADbdggytind einem Molybdan-
Cofaktor, mit deren Hilfe die Elektronen vom NADH auf das Nitrat tbertragen werden. Nach
Aufnahme des Nitrits in die Chloroplasten kommt es zur Reduktion des lons zum Ammonium

durch die Nitrit-Reduktase. Wahrend bei der Reaktion von Nitrat zu Nitrit nur 2 Elektronen
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Ubertragen werden missen, sind bei diesem Prozess 6 Elektronen erforderlich. Als
Elektronendonor dient reduziertes Ferredoxin. Dieses entsteht durch den Elektronenfluss im
Photosystem I. Die Ubertragung der Elektronen in der Nitritreduktase wird durch ein 4Fe-4S-
Zentrum, FAD und Siroham vermittelt. Die Affinitat des Enzyms zum Nitrit ist sehr hoch. Da
Nitrit fir die Zellen hochtoxisch ist, wird es vollstandig in Ammonium umgesetzt.

Der nachste Schritt in der Stickstoffassimilation ist die Fixierung von Ammonium in der
Aminosaure Glutamin. Dieses wird dann in Glutamat umgesetzt, so dass Glutamat und
Glutamin die Primarprodukte des Nitratassimilation darstellen. d3i@minogruppe des
Glutamats stellt den Donor deAminogruppe der meisten anderen Aminoséuren dar, die
durch Transaminierungen Ubertragen wird. Der Seitenkettenstickstoff des Glutamins steht fir
die Biosynthese vieler wichtiger Verbindungen zur Verfugung (Stryer, 1999). Das
Kohlenstoffgeriist der Aminoséauren wird durch die @@similation (Calvin-Zyklus) der
Photosynthese bereitgestellt (Oaks, 1994b; Sivasankar und Oaks, 1996). Aminosauren
wiederum bilden die Grundbausteine von Peptiden und Proteinen.

Chloroplast

Aminosduren <«—  — NH,*

6 Ferredoxin,, .
Nitrit-Reduktase

6 Ferredoxin

red

y

/

Aminosauren NO,”
l NAD* .
Nitrat-Reduktase
Proteine NADH + H*
NOjy (intrazellular)
Cytosol Nitrat-Transporter
NOjy (extrazellular)

Abb. 7. Nitratassimilation in den Blattern von Pflanzen (nach Oaks, 1994a/b; Sivasankar und
Oaks, 1996; Heldt, 1999).
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Schwermetalle konnen alle Prozesse von der Aufnahme von Nitrat Giber die Nitratassimilation
bis hin zur Aminosaure- und Proteinbiosynthese negativ beeinflussen. Aussagen Uber den
Angriffspunkt einzelner Elemente in solch einem komplexen System sind jedoch schwierig
und beschranken sich auf Untersuchungen einzelner Stoffwechselwege. Einige Autoren
beschreiben die Hemmung von Enzymen der Nitratassimilation (Nitrat- und Nitritreduktase)
durch Schwermetalle (Boussama et al., 1999; Bharti und Singh, 1994). Auch eine Inhibierung
von Glutamat-Synthase und Glutamin-Synthetase wurde nachgewiesen (Boussama et al.,
1999). Eine spezifische Veranderung des Gehaltes an Aminosauren bei Belastung von
Lactuca sativamit Cd(ll) fanden Costa und Morel (1994). Hier kam es neben einer
Erniedrigung (Arg, Try, Phe, Ser, Ala) auch zu einer Erh6hung des Gehaltes an bestimmten
Aminosauren (Glu/GlIn, Asn, Gly, Lys, Val, lle), wobei Unterschiede zwischen Wurzel und
Spross festgestellt wurden. Der Gesamt-Proteingehalt nahm dagegen deutlich ab. Die Autoren
fuhren diese spezifischen Modifikationen in der Zusammensetzung des Aminosaure-Pools,
v. a. die Akkumulation bestimmter Aminosauren, auf verschiedene Ursachen zurlck:
Inhibierung der Proteinbiosynthese, Schadigung der Regulation von Enzymen der Glutamin-
und Asparagin-Biosynthese. Weiterhin wird einigen Aminosauren eine madgliche

Schutzfunktion bei Cd(Il)-Stress zugeschrieben.

1. 4 Problemstellung und Ziel der Arbeit

Aufbauend auf den Ergebnissen friherer Arbeiten (Bruns, 1997; Bruns et al., 2000b, c), in
denen erste Fragen zur Reaktion des Wassermdesesnalis antipyretica auf eine
Exposition mit Schwermetallen beantwortet werden konnten, war es Ziel dieser Studie, einen
tieferen Einblick in die Mechanismen der Akkumulation, Detoxifikation und intrazellularen
Wirkung von Schwermetallen (Cd(ll), Pb(ll), Zn(ll)) bei dieser niederen Pflanze zu erhalten.
Die Aktualitat des Problems ergab sich aus der zum Teil extrem hohen Belastung von
Gewassern mit diesen Schadstoffen aufgrund von anthropogenen Einflissen, wie
Klarschlammdiingung, Bergbau und vielen anderen Industriezweigen.

In diesem Zusammenhang wurde das extra- und intrazellulare Akkumulationsvermogen des
aguatischen Mooses fur die Schwermetalle Cd(ll), Pb(ll) und Zn(ll) bestimmt. Neben der
Untersuchung einer Depotfunktion der Zellwand fir Cd(ll), wurde die Cd(ll)-Akkumulations-
Kapazitat zweier Arten voRontinalis verglichen. Diese Experimente sollten Aufschluss tber
allgemeine Mechanismen der Biosorption und Aufnahme von Schwermetallen durch das

Wassermoos geben.
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Photosynthese, Sulfat- und Nitratassimilation reagieren sehr sensitiv auf Stress-Situationen,
die u. a. durch eine die Toleranzgrenze einer Pflanze Uberschreitende Konzentration an
Schwermetallen entstehen kann. Eine Schéadigung der Prozesse der Photosynthese, Sulfat- und
Nitratassimilation zeigt vielfaltige Wirkungen auf den gesamten Metabolismus der Pflanzen.
Deshalb wurde der Einfluss der Schwermetalle auf die Photosynthesd-ordmalis
antipyretica untersucht. Dies erfolgte mittels Bestimmung der Quantenausbeute der
photochemischen Energieumwandlung im Photosystem Il, gemessen uber die Chlorophyll-
Fluoreszenz. Diese Messungen ermdglichten Aussagen Uber die Vitalitit des Mooses bei
Schwermetall-Exposition.

Bei der Belastung mit Schwermetallen, v. a. mit Cd(ll) erfolgt in den ZellerFootinalis
antipyretica eine Erhohung des GSH-Pools. Aus diesem Grunde wurden weiterhin
Experimente zur Wirkung von Cd(ll) auf die Sulfatassimilation durchgefihrt, da die
Erh6hung dieses Prozesses die Grundlage fir eine verstarkte Biosynthese von GSH darstellt.
Hierbei wurde besonderes Augenmerk auf einen denkbaren Zusammenhang zwischen der
Versorgung mit Sulfat und der Belastung mit Cd(ll) gerichtet.

Weil die Hemmung von Nitratassimilation und Aminoséaure- und Proteinbiosynthese durch
Schwermetalle bekannt ist, wurde letztlich der Einbau'vrStickstoff in Aminosauren und
Proteine nach Exposition mit Schwermetallen verfolgt.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es, unter Nutzung der analytischen
Elektronenmikroskopie, die Kompartimentierung und Komplexierung von Cd(ll) in den
Mooszellen zu untersuchen. Dies sollte einen tieferen Einblick in den maoglichen
Entgiftungsmechanismus von Cd(ll) in den Zellen Fomtinalis antipyreticageben.

Eine zusatzliche Mdglichkeit, die Detoxifikation von Cd(Il) im Moos naher zu beschreiben,
bestand in der Untersuchung der gleichzeitigen Exposition mit Cd(ll) und organischen
Modellsubstanzen, wie CDNB oder NEM. Diese Substanzen konnen in den Zellen durch
Konjugation mit GSH und anschlieenden Transport Uber GSH-S-Konjugat-Transporter in
die Vakuole detoxifiziert werden. Bei der Belastung mit Cd(ll) wird, aufgrund der Erh6hung
des GSH-Pools, dem GSH eine wichtige Rolle bei der Entgiftung des Schwermetalls
zugeschrieben. Wegen einer mdglichen Konkurrenz von Cd(ll) und Xenobiotika um GSH-
Molekule im Zuge der Detoxifikation in den Zellen vdéfontinalis antipyreticawurde
letztlich der Einfluss von Organika auf den GSH-Gehalt der Zellen, aber auch auf die

Lokalisation, Akkumulation und Detoxifikation von Cd(Il) untersucht.
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2 Material und Methoden

2. 1 Das aquatische MooBontinalis antipyretica

Aquatische Moose wurden zu Biomonitoring-Untersuchungen schwermetallbelasteter
Habitate schon vielfaltig genutzt (Wehr und Whitton, 1983; Mouvet, 1984; Say und Whitton,
1983; Siebert et al., 1996). Dies ist vor allem auf ihre morphologischen und physiologischen
Eigenschaften zurtickzufihren (Mouvet, 1984). Sie kdnnen hohe Mengen an Schadstoffen
tolerieren, sind leicht handhabbar und weitverbreitet. Ihre Kultivierung im Labor erfordert
keine hohen Anspriiche. Die Aufnahme der Nahr-, aber auch Schadstoffe erfolgt tber die
Blattoberflachen. Durch das Fehlen eines voll entwickelten Leitsystems verbleiben die
Schadstoffe am Ort der Aufnahme.

Als Untersuchungsobjekt wurde in der vorliegenden Arbeit das WasserRmumalis

antipyreticagewahlt. Nach Frahm und Frey (1987) kann es wie folgt klassifiziert werden:

Klasse: Laubmoose (Musci)
Ordnung: Neckerales (Isobryales)
Familie: Fontinalaceae

Gattung: Fontinalis

Art: Fontinalis antipyretica

Die GattungFontinalis gehort zu den flutenden Wassermoosen, von denen weltweit 35 Arten
beschrieben wurden. Sie kommt fast ausschlief3lich in den gemaligten und kalteren Teilen der
nordlichen Hemisphére vdrontinalis antipyreticabesitzt Stammchen, die bis zu 30 cm lang

sein kbnnen. Die von uns gesammelten Proben wiesen Stdmmchen mit einer maximalen
Lange von 10-20 cm auf. Mit Rhizoiden kann sich das Moos auf dem Untergrund verankern.
Es bildet dunkelgrine Rasen in flieBenden Gewassern. Der Biomassezuwachs erfolgt vor

allem im Winter und Fruhjahr bei Wassertemperaturen unter 15 °C.

2. 2 Probenahme und Versuchsvorbereitung

Als Probenahmestandorte fiir die Untersuchunger-@mtinalis antipyreticawurden die

Standorte Wipper (Nahe Wippra) und Helbe (Nahe Dietenborn) im Harz ausgewahlt. Die
Belastung der Wipper mit Schwermetallen, die sich in den letzten Jahren seit Stillegung von
Metallverarbeitungsanlagen stark verringerte, beschréankt sich vor allem auf den Unterlauf des

Gewassers im Mansfelder-Hettstedter Raum. Da die Probenahme bei Wippra, also oberhalb
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dieses Gebietes erfolgte, kann man von einer geringeren Belastung mit Schadstoffen
ausgehen. Die biologische Beschaffenheit der Wipper bei Wippra wird der Guteklasse |l
(méaRig belastet) zugeordnet. Bemerkenswert ist das Auftreten von 3 Fischarten, die klare
sauerstoffreiche Bache als Lebensraum bevorzugen (Gewassergutebericht, Landesamt fir
Umweltschutz, Sachen-Anhalt, 1995). Die Sammelstelle des Mooses befand sich unterhalb
einer Talsperre, wodurch der Nahrstoffeintrag stark von der Ablassregulierung der Talsperre
abhangt. Die Helbe kann als unbelastetes Fliel3gewasser betrachtet werden (Regionallabor,
Tharinger Landesamt fur Umwelt, 1997-1999). Moos beider Standorte wurde mittels Frahm
und Frey (1987) alsFontinalis antipyretica Hedw. Kklassifiziert. Koch (1950, in
www.musci.com) ordnete es weiterhin &entinalis antipyreticaHedw. var.antipyretica

Koch ein.

Ein Groldteil der Versuche wurde mit dem Pflanzenmaterial aus der Helbe durchgefihrt.
Fontinalis antipyreticaaus der Wipper wurde nur zur Untersuchung der Akkumulation von
Cd(ll) zum Vergleich mit Moos aus der Helbe und zur Untersuchung des ,Einflusses der
Versorgung mit Sulfat bei Cd(ll)-Belastung vdtontinalis antipyretica (Kap. 2. 4. 3)
herangezogen.

Fur die vergleichenden Messungen der Cd(Il)-Akkumulation wurde eine weitere Art von
Fontinalis — Fontinalis dalecarlica- aus dem Allen Creek bei Westpoint, in der Nahe von
Sackville (New Brunswick, Kanada) gesammelt. Gewassergiteberichte gibt es fir diesen
Standort nicht. Der Fluss flie3t durch einen gemischten Wald in einem Sphagnum-Moor, das
aufgrund von geringem anthropogenen Einfluss als unbelastet angesehen werden kann. Die
Proben wurden gekuhlt transportiert. Das Moos wurde von Miersch (2000, Halle) nach
Ireland (1982) alg$~ontinalis dalecarlicaSchimper bestimmt. Die Einordnung beider Arten

als Fontinalis antipyretica Hedw. bzw. Fontinalis dalecarlica Schimper wurden von

L. Meinunger (Ludwigstadt) bestatigt.

Spatestens einen Tag nach der Probenahme und Lagerung bei 4°C wurde das
Pflanzenmaterial fur die Versuche aufgearbeitet. Dazu wurden die griinen Spitzen des Mooses
in 3-4 cm lange Sektionen geteilt, mehrfach mit bidestilliertem Wasser gewaschen und in
entsprechender Menge eingesetzt. Die Kultivierung erfolgte in Knop-Medium nach Schopfer
und Brennicke (1999). Um das Algenwachstum zu minimieren, wurde das Medium 1:10
verdunnt und der Anteil an N und P auf 33 % reduziert (Bruns et al., 1995). Das Medium

setzte sich wie folgt zusammen:

Ca(NQy), X 4 HO 0,33 g/L
MgSOy x 7 HO 0,25 g/L
KH,PO 0,083 g/L
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KNO3 0,083 g/L
KCL 0,12 g/L
FeCk 1 Tropfen einer gesattigten Losung.

Eine Temperatur von 10 °C und eine Belichtung von 12 h pro Tag mit ca. 40 kLux wurden
automatisch eingestellt. Um die Sauerstoffversorgung der Proben zu erhdhen, wurden die
Proben bei ca. 120 rpm geschuttelt (Bruns et al., 1995). Nach 2-4 Tagen der Akklimatisierung

unter diesen Bedingungen wurden die Versuche durchgefihrt.

2. 3 Beschreibung der Methoden

2. 3. 1 Bestimmung der Schwermetall-Akkumulation vonFontinalis antipyretica und

Fontinalis dalecarlica

Zur Untersuchung der Kapazitat voRontinalis antipyreticdontinalis dalecarlica
Schwermetalle zu akkumulieren, wurden die Biosorption an die Blattoberflache
(extrazellularer Gehalt) und die Aufnahme ins Zellinnere (intrazellularer Gehalt) in Kurz- und
Langzeitmessungen bestimmt. Das Akkumulationsvermégen einer Pflanze wird im
allgemeinen durch die Summe von extrazellularer Adsorption und intrazellularer Aufnahme
charakterisiert.

Zur Kalkulation der beiden Fraktionen wurde je Messpunkt 1 g Frischmaterial in 100 mL
Knop-LAsung und der entsprechenden Konzentration an Schwermetall, das als p8AIZCI
eingesetzt wurde, inkubiert. Fir jede Analyse wurde das Pflanzenmaterial aus einem Kolben
verwendet. Das Moos wurde zunachst zweimal mit bidestilliertem Wasser und nachfolgend
3mal 30 min mit 100 mL einer 20 mM NiELésung gewaschen (Brown und Wells, 1988).
Dabei werden die Schwermetall-lonen durch Ni(ll)-lonen ausgetauscht. Bei Belastung mit
400 puM Cd(ll) und 500 puM zZn(Il) bzw. Pb(ll) wurde jeweils 4mal mit NiGéwaschen. Der
Schwermetall-Gehalt der Waschlésungen wurde mittels Atomabsorptionspektroskopie AAS
(ATI unicam) gemessen. Aus der Summe der Schwermetall-Gehalte dieser Losungen wurde
der extrazellulare Anteil errechnet. Nach Trocknen des gewaschenen Moosmaterials bei 80 °C
(24 h) wurde es in einer Mikrowelle (CEM, MDS 2100) nach einer modifizierten Methode
nach Bruns et al. (1995) aufgeschlossen. Dazu wurde das Material mit flissigem N
gemorsert. Zu 50 mg Moos wurden 4 mL HN@d 2 mL HO, gegeben. Der Aufschluss
erfolgte nach Tab. 3. Nach dem Aufschluss wurden die Proben in Abh&ngigkeit von der
eingesetzten Schwermetall-Konzentration mit bidestilliertem Wasser auf 25 oder 50 mL

aufgefullt und der intrazellulare Schwermetall-Gehalt mittels AAS bestimmt. Des weiteren
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wurde der Schwermetall-Gehalt des Knop-Mediums bestimmt (AAS). Die Wiederfindung der
Schwermetalle wurde durch Addition der Metall-Gehalte von Medium, extrazellularer und
intrazellularer Fraktion berechnet und entspricht dem Gesamt-Gehalt an Schwermetall.

Die Gehalte an Schwermetallionen wurden mittels Eichkurven mit 0,1-2,5 pg/mlL, CdCl
(entspricht 0,0558-1,4 ug Cd(ll)/mL), 0,1-2,5 pug/mL 2Zn(@,048-1,2 pg Zn(Il)/mL) und
0,5-10 pg/mL PbGI(0,37-7,45 ug Pb(Il)/mL) berechnet.

Tab. 3. Parameter fur den Mikrowellen-Aufschluss vBontinalis antipyreticdontinalis
dalecarlica

Stufe Q) 2 (©))
Leistung [%0] 25 70 90
Druck [bar] 1,30 6,95 8,33
Zeit gesamt [min] 10:00 20:00 20:00
Haltezeit [min] 1:00 1:00 10:00
Temperatur [°C] 0 180 180

2. 3. 2 Analytik thiolhaltiger Verbindungen

Extraktion thiolhaltiger Verbindungen

Fur die Bestimmung von Veranderungen der intrazellularen Konzentration thiolhaltiger
Verbindungen wurden eine modifizierte Extraktionsmethode nach Schupp (1991) verwendet.
Dazu wurde 50 mg von in flissigem, emorsertem Pflanzenmaterial in 1,5 bzw. 1,0 mL
0,1 N HCI eingewogen und 15 min bei 4 °C und 15000 rpm zentrifugiert. Aus den
Uberstanden erfolgte die Bestimmung von reduziertem und oxidiertem Glutathion (GSH und
GSSG) und der Vorstufen Cystein (Cys) ureslutamylcystein (—EC), wie nachfolgend
beschrieben wird. Aufgrund der schnellen Oxidation der Thiole wurden die Messungen am

Tag der Extraktion durchgefuihrt und die Proben bis zur Messung auf Eis aufbewahrt.
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Bestimmung des Glutathion-Gehaltes mittels GSH-Reduktase

Die Messung von Glutathion erfolgte nach Anderson (1985) mittels eines gekoppelten
enzymatisch-optischen Testes, wobei die 2. Reaktion durch die GSH-Reduktase katalysiert

wird:

1. 2 GSH + DTNB—» GSSG + TNB+2H
2. GSSG + NADPH + H— 2 GSH + NADP.

GSH reagiert bei diesem Test mit DTNB (5,5 -Dithio-bis(2-nitrobenzoesaure)). Dabel
entsteht TNB (5-Thio-2-nitrobenzoesaure-Anion), welches bei 410 nm detektiert werden kann
(Abb. 8) (Ellman, 1959). Entstandenes GSSG wird durch die Reduktase und NADPH + H
wieder zu GSH reduziert. Es kann nur der Gesamt-GSH-Gehalt bestimmt werden.

HOOC COOH HOOC COOH
OZNO S— S@— NO, + GSH—> OZNO S—SG+ s—@— NO,
Abb. 8. Reaktion von GSH mit DTNB.

Die Durchfiihrung der enzymatischen Analyse des Gesamt-GSH-Gehaltes ist nachfolgend

beschrieben.

Puffer:

A 143 mM NaHPO,

B 143 mM NaHPQ,

C A+B 1+5,25 (+ 6,3 mM EDTA), pH 7,5 (NaOH)
Testansatz:

H,0O, bidest. 665 pL

+ NADPH + H (450 uM in C) 700 pL

+ DTNB ( 6mMinC) 100 pL

+ Extrakt 25 uL
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Start der Reaktion mit GSH-Reduktase:
( 20 U/mL) 10 puL

Die GSH-Gehalte der Extrakte wurden mittels Eichkurven mit GSH im Bereich von 1-

100 pg/mL berechnet und auf 1 g Frischmasse bezogen.

Bestimmung von Thiolen mittels Derivatisierung mit Monobrombiman

In Anlehnung an Fahey et al. (1981) wurden GSH, GSSG, Cyg-H@ durch Reaktion der
SH-Gruppe mit Monobrombiman (mBBr) in fluoreszierende Derivate (Abb. 9) umgewandelt
und anschlieRend chromatographisch aufgetrennt.

ch& :}—CHg + RSH—— ch& :}—CHg + HBr

BrCH, RSCH,  CHj

Abb. 9. Reaktion von Thiolen mit mBBr (3,7-Dimethyl-4-brommethyl-6-methyl-1,5-
diazabicyclo-[3.3.0]-octa-3,6-dien-2,8-dion).

Die Analyse der Thiole erfolgte in zwei Ansatzen (modifiziert, nach Strohm et al., 1995). Im
ersten wurden alle Thiole des Pflanzenextraktes mittels Dithioerythrit (DTE) reduziert und
derivatisiert. Aus diesem Ansatz wurden Gesamt-GSH, Cyg-+tB@ bestimmt. Im zweiten
Ansatz wurden vor der Reduktion die SH-Gruppen der reduzierten Thiole mit N-
Ethylmaleinimid (NEM) maskiert und so der Reaktion mit mBBr entzogen. Nicht

umgesetztes GSSG wurde dann reduziert und derivatisiert.

Versuchsansatz:

1. Gesamt-GSH, Cys undEC

Extrakt 120 pL
+ CHES (0,2 M, pH 9,3) 180 pL
+ DTE (6 mM) 30 pL

= 1 Stunde auf Eis - Reduktion der Thiole
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+ mBBr (30 mM, Methanol) 10 pL

= 15 min bei Raumtemperatur (dunkel) — Derivatisierung

+ Eisessig (5 %) 250 pL

= Abstoppen der Reaktion

2. GSSG
Extrakt 120 pL
+ NEM (5 mM) 50 pL

= 10 min bei Raumtemperatur — Reaktion mit reduzierten Thiolen

+ CHES (0,2 M, pH 9,3) 180 pL
+ DTE (6 mM) 30 puL
= 1 Stunde auf Eis - Reduktion des GSSG

+ mBBr (30 mM, Methanol) 10 pL

= 15 min bei Raumtemperatur (dunkel) — Derivatisierung

+ Eisessig (5 %) 250 pL

= Abstoppen der Reaktion

Die Ansatze wurden im folgenden mittels einer Spectrasystem HPLC-Anlage (Spectra-
Physics Analytical Inc., Fremont) analysiert. Die GSH, Cys- yHC-Gehalte wurden
anhand von Eichkurven im Bereich von 0,01-20 pg Standard/Extraktionsansatz, der GSSG-
Gehalt mittels Eichkurve im Bereich von 0,025-5 pg GSSG/Extraktionsansatz ermittelt.

HPLC-Bedingungen:

Stationdre Phase: Lichrospher 60 RP Select B (5 pm, 250*4 mm)
Mobile Phase: A 10 % Methanol/0,25 % Eisessig (v/v), pH 4,3
(10 N NaOH)
B 90 % Methanol/0,25 % Eisessig (v/v), pH 3,9
(0,1 N NaOH)
Fluss: 0,9 mL/min
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Injektionsvolumen: 100 pl
Detektion: Fluoreszenz 420/520 nm
UV/Vis 254 nm
Gradient;
Zeit Gradient
[min] A [%] B [%0]
0,0 100
8,0 100
8,1 99
18,0 85 15
18,1 0 100
28,0 0 100
29,0 100
40,0 100
40,1 100

2. 3. 3 Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz

Zur Untersuchung der Schadwirkung bei Exposition Jeontinalis antipyretica mit

Schwermetallen, Organika oder bei Schwefelmangel wurde die Messung der effektiven
Quantenausbeute der photochemischen Energieumwandlung im Photosystem Il (Mini-PAM,
Heinz Walz GmbH, Effeltrich) herangezogen. Die Bestimmung dieses Parameters erfolgte
durch Applikation eines einzigen, sattigenden Lichtpulses, welcher kurzzeitig die
photochemischen Reaktionen unterdrickt und eine maximale Chlorophyll-Fluoreszenz

induziert. Die photochemische Ausbeute wird sofort kalkuliert:

Yield = Y/1000 = (M-F)/M =AF/F, (Genty-Parameter)
wobei:

M=F, maximale Fluoreszenz

F Fluoreszenz kurz vor Applikation des Lichtpulses.
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Zur Messung werden an Dunkelheit adaptierte Proben verwendet, da hier die Fluoreszenz F
kurz vor der Applikation des Lichtpulses minimal ist und so der Maximalwert der
photochemischen Ausbeute ermittelt werden kann.

Das PS Il ist ein sensitives System fur frihe Schadigungen von Pflanzen durch Schadstoffe,
wie Schwermetalle. Da eine Beeinflussung des PS Il und damit auch der gesamten
Photosynthese immer einen Einfluss auf die Vitalitat der Pflanzen hat, kann man in erster
Néaherung den Genty-Parameter als Mal3 flr die Vitalitat einer Pflanze nehmen.

Der Wert des Genty-Parameters liegt zwischen 0 (minimale Vitalitdt) und 1 (maximale
Vitalitat). Fur die Untersuchungen wurde je eine Moosspitze in einer Klammer im Dunklen
bei 4 °C fur 30 min inkubiert. Bei der Auswertung wurden die Messwerte entweder als Yield
angegeben oder die Messwerte der Kontrolle wurden jeweils auf 100 % gesetzt und die der
belasteten Proben prozentual zur Kontrolle berechnet. Pro Probe wurden jeweils 5 Spitzen

vermessen.

2. 3. 4 Kapillarelektrophoretische Analyse von Sulfat

Die Sulfatbestimmung erfolgte mit Hilfe einer kapillarelektrophoretischen Methode, die auf
Nutzung der indirekten UV-Absorption beruht (Ross, 1995).

Ca. 50 mg Moosmaterial wurde 1:4 mit hei3em, bidestilliertem Wasser extrahiert und 10 min
bei 15000 rpm zentrifugiert. Aus den Uberstanden erfolgte die Bestimmung des
intrazellularen Sulfat-Gehaltes. Bei Messungen von Sulfat-Konzentrationen des Wassers der
Wipper oder Helbe bzw. des Knop-Mediums wurden die Lésungen ohne weitere
Vorbehandlung verwendet.

Die Trennung der anorganischen Anionen erfolgte mittels eines HEWLETT PACKARD HP
Systems mit Dioden-Array-Detektor, ausgestattet mit einer Chemstation Hard- und Software
zur Analyse der Elektropherogramme. Es wurde eine unbeschichtete Kapillare (SUPELCO FS
50 CE) mit einem Innendurchmesser von 50 um verwendet. Die Temperatur der Kapillare
wurde mittels eines Luftkiihlsystems auf 20 °C gehalten. Die Injektion der Proben erfolgte bei
200 mbar*s. Die Proben wurden bei einer Signalwellenlange von 350 nm und einer
Referenzwellenlange von 235 nm als positive Peaks detektiert. Vor jedem Lauf wurde die
Kapillare je 2 min mit 0,1 N NaOH, 10 mM3RO, und HO (bidest.) und 5 min mit Puffer
gespuilt.

Die Analysen von Sulfat wurden mit einem Puffer bestehend aus 2,25 mM Pyromellinsaure,
6,5 mM NaOH, 0,75 mM Hexamethoniumhydroxid, 1,6 mM Triethanolamin (pH 7,0), einer
Kapillare mit einer effektiven Lange von 56 cm, einer Spannung von 30 kV und negativer

Polaritat durchgefiihrt. Da eine Trennung der Anionen’SGQ?* und $ nicht realisiert

28



Material und Methoden
werden konnte, wurde der pH-Wert des Puffers auf 11,4 erhdht. Die Kapillare fir diese

Trennung hatte eine effektive Lange von 24,5 cm, die Analysen erfolgten bei 18 kV und
negativer Polaritat. Abb. 10 zeigt ein Elektropherogramm der Trennung von Anionen-
Standards mittels der modifizierten Methode.

Die Konzentration an Sulfat in den Pflanzenextrakten wurde mit Eichkurven von KiHS0

Bereich von 0,025-2 mM berechnet.

30 —
20 —

10 —

-10 —

Extinktion go,.s ,m [MAU]
o
]

20 —

Zeit [min]

Abb. 10. Separation von S-Anionen (je 1mM) mittels CZE.Sulfat (SQ%), 2 Sulfid (),
3 Sulfit (SQ?).

2. 3. 5 Analytische Elektronenmikroskopie

Zur Messung der Lokalisation von Cd(ll) in den Zellen ¥mtinalis antipyreticawurden

Blatter nach Neumann et al. (1995) gefriersubstituiert. Dazu wurde das Material in flissigem
Propan (JFD 030, Balzers) gekuhlt, mit Aceton substituiert (CS auto, Leica) und in
Epoxidharz eingebettet. Fur die analytische Elektronenmikroskopie wurde ein Transmissions-
Mikroskop (EM 912 OMEGA, Zeiss), ausgestattet mit einem Energiefilter fur EEL-
Spektroskopie und einem EDX-Analyser (Link, Oxford Instruments), verwendet.

Mittels EDX (,energy dispersive X-ray“) kann die Zusammensetzung von Niederschlagen in
Zellkompartimenten untersucht werden. Ultradiinne Sektionen wurden auf Ti-Gitter
aufgebracht und im Spot-Modus (100 nm Durchmesser) analysiert.

EELS (,electron energy loss spectroscopy“) ermdglicht Aussagen tber den Bindungszustand

zwischen Elementen der Probe. Es wurden Spektren von 50 nm dicken Schnitten mit einer
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SIT TV-Kamera aufgenommen. Die Spektren wurden nach Subtraktion des Hintergrundes
(Evision-System, SYS) mit Standardspektren verglichen oder quantenchemisch uber die
Dichte-Funktions-Theorie berechnet.

2. 3. 6 Bestimmung der°N-Haufigkeit

Zur Untersuchung der Hemmung von Aminosaure- und ProteinbiosynthesEowntinalis
antipyretica durch Schwermetalle wurden Tracerstudien mit stabilisotop-markiertem
Stickstoff durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Messung der Inkorporation*3Stickstoff in

die NP- (nichtproteinogene/Aminosaure-) bzw. PN- (proteinogene/Protein-) Fraktion.

500 mg Frischmaterial wurde mit flissigem Stickstoff gemdrsert. Nach Zugabe von 10 mL
10 %iger TCA (Trichloressigsaure) wurde 2 min mit dem Ultra Turrax T 25 (Jahnke @
Kunkel Labortechnik, Stauffen) homogenisiert. Uber Nacht bei 4 °C erfolgte die Fallung der
Proteine. Nach 20 min Zentrifugation bei 0 °C und 8000 rpm wurde der Uberstand, der die
l6sliche Aminosaure-Fraktion (NPN-Fraktion) enthielt, in Kjeldahl-Kolben tberfuhrt. Das
Pellet (Protein-Fraktion — PN-Fraktion) wurde zweimal mit 5 mL 0,5 %iger TCA gewaschen
und 5 min zentrifugiert. Danach wurde es in 3 mkOH(bidest.) aufgenommen und in
Kjeldahl-Kolben uberfiihrt. Die Proben wurden nach Zugabe von Siedesteinen, dem
Katalysator Selen und 2 mL,B0O, unter Warmezufuhr aufgeschlossen bis die Lésungen klar
wurden. Die Aufschliisse wurden anschlieRend 1 Stunde gekocht und nach Abkuhlen mit 5-
10 mL HO verdiinnt. Die entstandenen*"NH4,)SO-L6sungen wurden mit einer
modifizierten Mikro-Kjeldahl-Apparatur nach Faust (1981) destilliert. Der Stickstoff-Gehalt
wurde durch Titration gegen 0,02 N,$0,-Standard bestimmt und die Proben bis zur
Trockne eingedampft.

Fir die emissionspektrometrische Bestimmung'desisotopes in beiden Fraktionen wurde
das °N-Analysensystem NOI-7 (FAN - Fischer Analyseninstrumente, Leipzig) verwendet.
Die >N-Haufigkeit ¢°N at.-%) wurde gemessen und HiN-UberschuRR-Haufigkeit{N at.-%

exc.) durch Subtraktion der natiirlichEN-Haufigkeit von 0,37 at.-% kalkuliert.
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2. 4 Beschreibung der Laborexperimente

2. 4. 1 Schwermetall-Akkumulation vonFontinalis antipyreticadFontinalis dalecarlica

Zur Untersuchung der Schwermetall-Akkumulation duFedntinalis antipyreticawurden
Cd(rn, Pb(l) und 2Zzn(ll) als Chlorid-Salze eingesetzt. Es wurden Kurz- und
Langzeitmessungen zur Biosorption an die Blattoberflache und Anreicherung im Zellinneren
durchgefuhrt (Kap. 2. 3. 1). Tab. 4 zeigt die eingesetzten Konzentrationen der Metallionen

und deren Mengen in 100 mL Knop-Medium.

Tab. 4. Schwermetall-Konzentrationen fur die Schwermetallakkumulation FFontinalis
antipyretica

Cd(n Pb(ll) Zn(ll)
C C100 mL Knop C C100 mL Knop c C100 mL Knop
[LM] [uM] [uM] [uM] [LM] [uM]

25 2,5 25 2,5 25 2,5
100 10 100 10 100 10
200 20 500 50 500 50
400 40

Mit den verschiedenen Ansatzen sollten Abhangigkeiten der Schwermetall-Akkumulation von
der Konzentration und Art des Schwermetalls untersucht werden.

Vergleichende Untersuchungen erfolgten weiterhin mit unterschiedlichen Arten der Gattung
Fontinalis Zum einen wurdé-ontinalis antipyreticader Helbe bzw. Wipper herangezogen.
Zum anderen wurdEontinalis dalecarlicaaus dem Fliessgewasser Allen Creek (Westpoint,
Sackville) ausgewahlt. Beide Arten unterscheiden sich im Blatthabitus (Kap. 4. 1. 3), was sich
in Unterschieden der Akkumulationskapazitat von Schwermetallen zeigen konnte. Fur diese
Arbeiten wurde Cd(ll) der Konzentrationen 25, 100 und 200 uM herangezogen.

Zur Untersuchung einer moglichen Depotfunktion der Zellwand Ramtinalis antipyretica
wurde die Cd(Il)-Akkumulation nach Absetzen der Cd(ll)-Belastung untersucht. Das Moos
(Standort: Helbe) wurde zundchst 2 h mit 100 uM Cd(ll) exponiert. Nach Austausch des
Cd(Ih-haltigen gegen Cd(ll)-freies Knop-Medium wurden intra- und extrazellularer Cd(ll)-
Gehalt und der Cd(I)-Gehalt des Mediums bestimmit.

Bei diesen Versuchen wurde viel Pflanzenmaterial bendtigt - pro Messpunkt 1 g Frischmasse.

Um die Art am Standort zu erhalten, wurde - zur Einsparung von Moosmaterial - die
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Standardabweichung zu Lasten einer umfassenden Statistik von jeweils nur zwei
Messpunkten einer Reihe mit n = 5 bestimmt. Jede Messreihe wurde jedoch zur Festigung der
Ergebnisse mindestens 2mal durchgefuhrt. Fur Signifikanzanalysen musste deshalb fiir jeden
Wert einer Messreihe dieselbe relative Standardabweichung angenommen werden. Die
Standardabweichungen der Schwermetallbestimmungen mit AAS sind im Anhang B —
Standardabweichungen dargestellt.

Bei allen Versuchen wurde zusatzlich der GSH-Gehalt mittels enzymatischer Bestimmung
gemessen (Kap. 2. 3. 2).

2. 4. 2 Vitalitdtsuntersuchungen arfontinalis antipyretica

Die Bestimmung der Vitalitat, d. h. des Einflusses auf das PS IFeatinalis antipyretica

aus der Helbe erfolgte wie unter Kap. 2. 3. 3 beschrieben fir jede Schwermetall-
Konzentration (Kap. 2. 4. 1). Zuséatzlich wurde die Belastung mit 50 uM Cd(ll), Pb(ll) und
Zn(Il) untersucht. Weitere Messungen der Vitalitdt wurden bei den Versuchen der Wirkung
von Organika (Kap. 2. 4. 6) und des Einflusses der Schwefelerndhrung bei Cd(ll)-Belastung
des Mooses aus der Helbe (Kap. 2. 4. 3 ) durchgefuhrt.

Fir die Versuche wurden ca. 3 g Moosspitzen in 300 mL Knop-Medium inkubiert und jeden

Tag je 5 Spitzen vermessen.

2. 4. 3 Einfluss von Cd(ll) auf den Schwefelmetabolismus vdfontinalis antipyretica

Einfluss der Versorgung mit Sulfat bei Cd(Il)-Belastung von Fontinalis antipyretica

Fur diese Untersuchungen wurde 5 g Moosmaterial aus der Wipper erst 3 Tage bei 10 °C in
500 mL Knop-Medium mit 100 uM Sulfat/ohne Cd(ll) und dann 1 Tag in Nahrmedium ohne
Sulfat akklimatisiert. Dann wurden folgende Reihen angesetzt:

0 UM SQ /0 pM Cd(ll)

500 M SQ/ 0 uM Cd(ll)

0 uM SQ/ 200 uM Cd(ll)

500 pM SQ/ 200 uM Cd(ll), wobei Sulfat als KHS@ingesetzt wurde.

O 0O o >

Fehlendes Mg im Knop-Medium wurde durch Zugabe der entsprechenden Menge an MgCl

ersetzt.
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Der natirliche Sulfat-Gehalt der Wipper lag zwischen 600 und 800 uM, der der Helbe bei
500 uM. Fur alle Versuche in diesem Kapitel wurde eine Sulfat-Konzentration im Medium
von 500 pM ausgewahlt.

Innerhalb von 14 Tagen wurden in regelmafigen Abstanden Proben von Medium und Moos
genommen und der Sulfatgehalt von Medium und Moos (Kap. 2. 3. 4) und der Thiolgehalt des
Mooses mittels Biman-Derivatisierung (Kap. 2. 3. 2) untersucht. Da die Standardabweichung
jeder Messreihe von jeweils nur einem Punkt mit n = 5 bestimmt wurde, musste bei
Signifikanzanalysen fiur jeden Wert der Reihe dieselbe relative Standardabweichung
angenommen werden.

Weiterhin wurde die Cd(ll)-Akkumulation von Reihe C und D untersucht. Hierzu wurden pro
Messpunkt 1 g Moos aus der Wipper 4 Tage in 100 mL Medium ohne Sulfat/Cd(ll)
akklimatisiert und dann Sulfat und Cd(ll) der entsprechenden Menge gleichzeitig zugegeben.
Wie in Kap. 2. 3. 1 beschrieben erfolgte die Messung der Cd(ll)-Akkumulation tber 14 Tage.
Zu einem Messpunkt wurde eine Kontrolle ohne Cd(ll) und Sulfat mitgefuhrt.

Letztlich wurde der Einfluss der Schwefelerndhrung auf die Vitalitat des Mooses bei Cd(ll)-
Belastung untersucht (Kap. 2. 3. 3). Dazu wurdatinalis antipyretica4 Tage mit 0, 50,

100, 250 und 500 pM Sulfat (als KH®®ei 10 °C kultiviert. Dann wurden jeweils 100 uM
Cd(Il) zugegeben und die Vitalitat iber 10 Tage bestimmt.

Effekte der Cd(ll)-Belastung nach Schwefelmangel

In einem ersten Versuch wurde Pflanzenmaterial aus der Helbe 38 Tage ohne Sulfat im
Nahrmedium inkubiert. Fehlendes ®gim Knop-Medium wurde durch Zugabe der
entsprechenden Menge an Mg@rrsetzt. RegelmalRig wurden Proben genommen und die
GSH- und Sulfat-Konzentration dokumentiert (Kap. 2. 3. 2 und 2. 3. 4). Dann erfolgte eine

Umsetzung des Moosmaterials auf folgende Bedingungen:

0O puM SQ, /0 uM Cd(l)

500 uM SQ/ 0 uM Cd(ln)

0 puM SQ/ 100 pM Cd(ln)

500 uM SQ/ 100 uM Cd(ll), wobei Sulfat als KHS@ingesetzt wurde.

o 0O o >

Cd(Il) und Sulfat wurden gleichzeitig zugegeben. Innerhalb von 22 Tagen wurden der Sulfat-
Gehalt von Medium und Moos (Kap. 2. 3. 4) und der Thiol-Gehalt des Mooses mittels Biman-
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Derivatisierung (Kap. 2. 3. 2) untersucht. Zuséatzlich erfolgte die Messung der Vitalitdt des
Mooses Uber 10 Tage (Kap. 2. 3. 3).

In einem zweiten Versuch wurdeéontinalis antipyreticaaus der Helbe nach 45 Tagen
Sulfatmangel auf die Reihen A-D umgesetzt, wobei jedoch erst Sulfat zugegeben und einen
Tag spater mit Cd(ll) exponiert wurde. Dies sollte dem Moos eine Anpassung des S-
Metabolismus vor einer Cd(ll)-Belastung ermoglichen. Uber 10 Tage wurden Sulfat- und
GSH-Gehalt des Mooses (Kap. 2. 3. 4 und 2. 3. 2) und die Vitalitat (Kap. 2. 3. 3) bestimmit.

2. 4. 4 Kompartimentierung von Cd(ll) in Fontinalis antipyretica

Zur Untersuchung der Lokalisation von Cd(ll) in den Zellen ¥vamtinalis antipyretica
wurde Pflanzenmaterial aus der Helbe 4 Tage mit 100 uM Cd(ll) inkubiert, eine Kontrolle
ohne Cd(ll) wurde mitgefuhrt. Die Zellen der Blatter wurden entsprechend Kap. 2. 3. 5
analysiert.

Weiterhin wurde der Einfluss der Organika CDNB (Chlor-2,4-dinitrobenzol) und NEM (N-
Ethylmaleinimid) auf die Aufnahme und den intrazellularen Transport von Cd(Il) untersucht.
Dazu wurde nach 3tagiger Inkubation mit je 100 uM der organischen Substanz fir 3 Tage mit
100 uM Cd(ll) belastet und die Proben elektronenmikroskopisch untersucht (Kap. 2. 3. 5).
Eine Kontrolle wurde mitgefuhrt.

Schlie8lich wurden Effekte von Vanadat auf die Akkumulation von Cd(llFantinalis
antipyreticavermessen. Pflanzenmaterial wurde einen Tag mit 1 mMsM&Qltiviert, dann
wurde 2 Tage mit 100 uM Cd(ll) exponiert und die Lokalisation von Cd(ll) im Zellinneren

bestimmt.

2. 4. 5"N-Inkorporation in Fontinalis antipyreticanach Exposition mit Schwermetallen

Es wurde ca. 2 g Pflanzenmaterial aus der Helbe mit 200 mL Knop-Medium bei 10 °C fir 2-
4 Tage vorkultiviert. Nach Umsetzen auf Knop-Nahrlésung, bei der K8lich K°NO;

(95 at.-%) ersetzt wurde, erfolgte die Exposition mit den Schwermetallen Cd(ll), Pb(ll) und
Zn(Il). Das Moos wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet.

Zum einen wurden Versuche mit 25, 50 und 200 uM Cd(ll) tber 10 Tage durchgefuhrt, um
die Kinetik der *N-Inkorporation in Aminosauren (NPN-Fraktion) und Proteine (PN-
Fraktion) bestimmen zu kénnen. Die Konzentrationsabhéngigkeit'“dleHaufigkeit im

Moos wurde mit 25, 50, 100 und 400 uM Cd(ll) nach 5tagiger Exposition gemessen.
Vergleichende Untersuchungen wurden mit 100 und 500 uM Pb(Il) und Zn(Il) durchgefihrt.
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Bei allen Versuchen wurde eine Kontrolle ohne Schwermetall mitgefiihrt. 'Ne

Isotopenanalyse erfolgte wie unter Kap. 2. 3. 6 beschrieben.

2. 4. 6 Glutathiongehalt, Cd(Il)-Akkumulation und Vitalitdt von Fontinalis antipyretica

bei gleichzeitiger Belastung mit Organika

Frisches Pflanzenmaterial aus der Helbe wurde 3 Tage mit 100 uM CDNB, NEM und
Metolachlor inkubiert. Dann wurde das Medium entweder erneuert (CDNB 1, NEM 1,
Metola 1) oder die Substanzen fur den weiteren Verlauf im Medium belassen (CDNB 2,
NEM 2, Metola 2). 100 uM Cd(ll) wurden zugegeben und die Cd(Il)-Akkumulation
(Kap. 2. 3. 1) und der GSH-Gehalt mittels Glutathion-Reduktase (Kap. 2. 3. 2) bestimmt. Es
wurden eine Kontrolle (ohne Cd(ll)/Organika) und eine nur mit Cd(ll) belastete Probe
mitgefihrt.

Vitalitatsuntersuchungen (Kap. 2. 3. 3) wurden zum einen mit je 50 uM CDNB und NEM und
Belastung mit 100 uM Cd(ll) nach obiger Beschreibung ohne Austausch des Néhrmediums
durchgefuhrt. Aufgrund sehr starker Schadigungen des Mooses bei diesen Konzentrationen
wurde die Bestimmung der Vitalitat mit eintagiger Exposition mit je 10 uM CDNB bzw.
NEM und folgender Belastung mit 50 uM Cd(ll) wiederholt. Weiterhin wurde die Wirkung
von 25 und 50 puM Metolachlor und Cd(ll)-Exposition (50 pM) untersucht. Bei allen
Versuchen wurden Kontrollen (ohne Cd(Il)/Organika, nur Cd(ll), nur organische Substanz)

mitgefihrt.

2. 5 Statistische Auswertung von Ergebnissen

Die Bestimmung der Standardabweichungen erfolgte mittels Nutzung einer
computergestitzten Tabellenkalkulation (MS Excel 6.0).

Die Korrelation zwischen zwei Zeitreihen wurde durch Berechnung des

Korrelationskoeffizienten r mittels MS Excel 6.0 bestimmt, wobei das Pflanzenmaterial

jeweils einer Reihe Homogenitat aufwies. Je nédher r an 1 liegt, desto straffer ist der
Zusammenhang zwischen zwei Zeitreihen (Doerffel, 1990). r = +1 bedeutet einen straffen
gleichsinnigen Zusammenhang, r = -1 eine straffe, jedoch gegensinnige Korrelation. Die
Korrelation zwischen zwei Reihen ist erst dann nachgewiesen, wenn sich der
Korrelationskoeffizient r gesichert von Null unterscheidet. Daraus ergeben sich Grenzwerte

r(p, f) zur Prufung des errechneten Korrelationskoeffizienten auf lineare Abhangigkeit zweier
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GroRRen (Doerffel, 1990). Die Wahrscheinlichkeit p wurde auf p < 0,05 festgelegt. Die Anzahl

der Freiheitsgrade ergab sich aus f = m - 2, wobei m die Anzahl der Wertepaare darstellt.
Zur Ermittlung von signifikanten Unterschieden zwischen zwei Messwerten erfolgte ein
Vergleich der Mittelwerte durch den t-Test (Doerffel, 1990). Vor der Durchfihrung dieses
Prufverfahrens mussten die Standardabweichungerunsl s auf einen signifikanten

Unterschied untersucht werden (F-Test).

F-Test: =— wobei s > S

Bei F < F(p, {, f;), wobei die Wahrscheinlichkeit p auf p < 0,05 und die Anzahl der
Freiheitsgrade durch f = n — 1 (n — Anzahl der Messungen) festgelegt wurde, besteht kein
signifikanter Unterschied zwischen den Standardabweichungen und der t-Test kann
durchgefuhrt werden (Doerffel, 1990).

;(1—;(2 n.n
t-Test: t= | | 12
s f,+s2f, \tn,
f,+ 1,

Erhalt man t > t(p, JJ, wobei die Wahrscheinlichkeit p < 0,05 und die Anzahl der

Freiheitsgradeyf= m + n, — 2, ist der Unterschied zwischen den zu vergleichenden Werten
signifikant, bei t < t(p, §) ist die Differenz nicht signifikant. Die Grenzen fir F(p,f}) und

t(p, fy) wurden Doerffel (1990) entnommen.
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3 Ergebnisse

3. 1 Akkumulation von Schwermetallen durch Fontinalis antipyretica —

Einfluss auf den zellularen GSH-Gehalt

3. 1. 1 Cd(ll)-Akkumulation durch Fontinalis antipyretica

Zur Untersuchung der Cd(ll)-Akkumulation durElentinalis antipyreticavurden Kurz- und
Langzeitmessungen von extra- und intrazellularer Cd(lIl)-Fraktion durchgefuhrt (Kap. 2. 3.1/
2. 4. 1). Um Aussagen Uber die Abhangigkeit der Akkumulationskapazitat des Mooses von
der Schwermetallkonzentration zu erhalten, wurden 25, 100, 200 und 400 pM CdCl
verwendet.

In Abb. 11 ist die Cd(ll)-Akkumulation vorrontinalis antipyreticanach Belastung mit

100 uM Cd (10 pmol absolut) dargestellt. Bei den Pflanzen beider Standorte kam es in den
ersten 20 Minuten zu einer schnellen Adsorption des Schwermetalls an die Blattoberflache,
der extrazellulare Cd(Il)-Gehalt betrug 5,6 pmol/lg FM (Wipper) bzw. 6,2 pumol/g FM
(Helbe). Bei Moos vom Standort A stieg diese Fraktion innerhalb der folgenden 2 Stunden
signifikant bis auf 6,1 umol/g FM an. Das Material von Standort B zeigte eine signifikante
Zunahme des biosorbierten Cd(Il) auf 7,4 pmol/g FM innerhalb von 4 Stunden. Im
Versuchsverlauf von 9 (A) bzw. 10 (B) Tagen nahm der extrazellulare Cd(ll)-Gehalt wieder
signifikant auf 3,0 pmol/g FM (A) bzw. 6,0 pmol/g FM (B) ab. Zwischen dem Verlauf der
extrazellularen Adsorption von Reihe A und B konnte keine Korrelation festgestellt werden
(r =0,40).

Die intrazellulare Anreicherung von Cd(ll) erfolgte bei beiden Moosen langsamer als die
Biosorption, jedoch kontinuierlich Uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg. Zum
Versuchende waren 1,7 pmol Cd(ll)/g FM (A) bzw. 4,5 pmol Cd(ll)/g FM (B) akkumuliert.
Beide Reihen korrelierten nicht in bezug auf den Verlauf der Aufnahme von Cd(ll), der

Korrelationskoeffizient r lag bei 0,47 .
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Abb. 11. Cd(Il)-Akkumulation von Fontinalis antipyreticanach Belastung mit 100 uM
Cd(Il) (10 pmol absolut)A Standort WipperB Standort Helbe. (Standardabweichungen in
Anhang B, Tab. 1)

Die Wiederfindung von Cd(ll) lag bei den Proben von Standort A (Wipper) im Mittel bei

87 % des zugegebenen Cd(ll). Bei diesen Proben wurde vor dem Waschen mieih&Cl
Probe fir die GSH-Bestimmung abgenommen (ca. 200 mg), was diese geringe
Wiederfindung erklart. Bei weiteren Versuchen erfolgte deshalb die Entnahme von
Moosmaterial fur die GSH-Messung erst nach dem Waschen mis. ND@l Wiederfindung

von Cd(Il) bei Untersuchung von Standort B (Helbe) lag im Durchschnitt bei 117 % des
addierten Cd(ll).

Aufgrund dieser zum Teil sehr differenten Wiederfindungen von Cd(ll) erwies sich eine
prozentuale Darstellung der Cd(ll)-Akkumulation zum Vergleich verschiedener Standorte,
aber auch verschiedener Cd(ll)-Konzentrationen als besser geeignet als die Darstellung von
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Absolutwerten (Abb. 11). Abb. 12 zeigt die der Abb. 11 entsprechenden Versuche in dieser
Darstellungsweise, wobei Cd(ll) in % des insgesamt wiedergefundenen Cd(ll) dargestellt
wird. Diese Einheit gilt fir alle Abbildungen in denen Schwermetalle in [%] dargestellt

werden.
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Abb. 12. Cd(Il)-Akkumulation von Fontinalis antipyreticanach Belastung mit 100 uM
Cd(ll) (10 pmol absolut)A Standort WipperB Standort Helbe. (Standardabweichungen
Anhang B, Tab. 2)

Auch in dieser Darstellungsweise kann man die schnelle Biosorption des Schwermetalls an
die Blattoberflache erkennen, die leichte Abnahme dieser Fraktion bis zum Versuchsende und
die gleichmaRige Aufnahme in das Zellinnere. Die aufgrund der unterschiedlichen
Wiederfindung gemessenen Unterschiede in den Absolutwerten an extra- und intrazellularem
Cd(I)-Gehalt zwischen Helbe und Wipper (Abb. 11) wurden durch Darstellung von [%] des
wiedergefundenen Cd(ll) deutlich geringer. Nach 20 min waren bei dem Moos aus der
Wipper 55 % biosorbiert, beim Helbematerial 50 % des wiedergefundenen Cd(ll). Innerhalb
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von 4 Stunden stiegen diese Werte signifikant auf 64 % (A) bzw. 61 % (B). Am Ende der
Untersuchung betrug der Cd(ll)-Gehalt der extrazellularen Fraktion 51 % (A) bzw. 47 % (B),
der der intrazellularen 30 % (A) bzw. 35 % (B) des wiedergefundenen Cd(ll). Hier wurde bei

extra- und intrazellularer Fraktion eine Korrelation zwischen den Reihen A und B festgestellt.
Die Korrelationskoeffizienten betrugegus = 0,86 undikya = 0,99.

Die Abhéangigkeit der Cd(ll)-Akkumulation von der Konzentration des Schwermetalls wurde
durch Bestimmung von Biosorption und Aufnahme bei Belastung mit 25, 200 und 400 pM
Cd(Il) untersucht. In Abb. 13 ist die Cd(ll)-Akkumulation duf€bntinalis antipyreticaaus

der Helbe bei den verschiedenen Cd(ll)-Konzentrationen Uber einen Versuchszeitraum von
3 Tagen dargestellt. Bei allen Konzentrationen kam es zu der bereits beschriebenen schnellen
Biosorption von Cd(ll) an die Moosoberflache, nach 2 Stunden betrug der extrazellulare
Cd(I-Gehalt 76 %, 54 % bzw. 49 % des wiedergefundenen Cd(ll) bei Belastung mit 25 uM,
200 pM bzw. 400 pM Cd(ll). Bei 100 pM Cd(ll) lag dieser Wert bei 55 %. Die
entsprechenden Absolutwerte sind 1,9 pmol/g FM (25 pM Cd(ll)), 5,9 pmol/g FM (100 pM
Cd(ll)), 11,5 pmol/g FM (200 uM Cd(ll)) bzw. 20,6 pmol/g FM (400 pM Cd(ll)).

Die Aufnahme ins Zellinnere des Mooses verlief wie bei der Exposition mit 100 uM Cd(ll)
langsamer, jedoch kontinuierlich. Nach zweitagiger Belastung mit 25 uM, 100 uM, 200 pM
bzw. 400 pM Cd(ll) waren 28 % (0,8 umol Cd(Il)/g FM), 21 % (2,6 pmol Cd(ll)/g FM),

19 % (4,5 pmol Cd(Il)/g FM) bzw. 15 % (7,0 umol Cd(ll)/g FM) intrazellular zu finden. Der
Gehalt von Cd(ll) im Nahrmedium nahm tber den gesamten Versuchszeitraum ab.

Fontinalis antipyretica aus der Wipper reagierte bei Belastung mit verschiedenen
Konzentrationen an Cd(ll) in Verlauf der Cd(Il)-Akkumulation und Grof3e der extra- und
intrazellularen Fraktion &hnlich dem Material aus der Helbe (nicht dargestellt, Rohdaten siehe
Anhang A, Tab. 1). Es wurde bei Belastung mit 25 uM Cd(ll) bei Angabe der Ergebnisse in
[% des insgesamt wiedergefundenen Cd(Il)] eine Korrelation zwischen beiden Reihen
(Wipper und Helbe) fur die extra- und intrazellulare Fraktion festgestejlta & 0,98,

linra = 0,99). Gleiches gilt fur die Exposition mit 200 uM Cd(Ib)x= 0,97, fra = 0,97). Bei

dem Vergleich der Absolutmengen von Cd(ll) [umol/g FM] wurde fur alle Reihen, bis auf die
intrazellulare Fraktion bei Belastung mit 25 uM Cd(ll), eine Korrelation zwischen A und B

ermittelt.
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Abb. 13. Cd(ll)-Akkumulation von Fontinalis antipyretica(Helbe) bei Exposition mit
verschiedenen Cd(ll)-Konzentrationed, D 25 uM Cd(ll), B, E 200 uM Cd(ll),C, F
400 uM Cd(ll). (Standardabweichungen Anhang B, Tab. 3)

Frihere Untersuchungen von Bruns und Krauss (1999) zeigten einen von der Konzentration
des Schwermetalls abhangigen Anstieg des GSH-Pooles bei Belastung mit Cd(ll), der auch
bei diesen Versuchen bei allen Cd(Il)-Konzentrationen gemessen werden konnte.

Abb. 14 zeigt den GSH-Gehalt véiontinalis antipyreticaaus der Helbe nach Belastung mit

100 M Cd(ll).
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Abb. 14. GSH-Gehalt inFontinalis antipyretica(Helbe) nach Belastung mit 100 uM Cd(ll).
Standardabweichung: 2 d: 0,027 (8,2 %), 8 d: 0,127 (16,3 %)

Nach 3 Tagen stieg der GSH-Gehalt der Cd(ll)-belasteten Probe signifikant an und erreichte
am 7. Tag ein Maximum mit 0,98 umol/g FM. Das entsprach dem 2,5fachen des
Ausgangsgehaltes an GSH. Fur einen Vergleich von intrazellularer Cd(ll)-Fraktion mit dem
GSH-Pool wurden die Verhéltnisse von Cd(ll)-Konzentration zu GSH-Konzentration der
Pflanzenzellen berechnet (Cd(Il):GSH) (Abb. 15). Werte kleiner als 1 bedeuten einen héheren
GSH-Gehalt verglichen mit Cd(ll), Werte groRRer als 1 eine deutlich gro3ere intrazellulare
Cd(Il)- als GSH-Konzentration. Nach 4 Stunden der Belastung mit 100 uM Cd(ll) betrug das
Verhéltnis 2, d. h. auf 0,24 umol GSH/g FM kamen 0,48 pmol Cd(ll)/g FM. Das Verhaltnis
stieg innerhalb von 8 Stunden auf 5,4 an und schwankte dann zwischen 3,6 am ersten Tag und
6,0 am 10. Tag. Die Werte zeigen, dass trotz des GSH-Anstieges bei intrazellularer
Anreicherung von Cd(ll) die Cd(ll)-Konzentration ab 4 Stunden stetig gréRer war als die

Konzentration an GSH.

Cd(ll):GSH
O P N W H» 01 O N
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Abb. 15. Verhaltnis von Cd(Il):GSH irfFontinalis antipyretica(Helbe) nach Belastung mit
100 pM Cd(ln).
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3. 1. 2 Zn(Il)-Akkumulation durch Fontinalis antipyretica

Zur Untersuchung der Zn(l)-Aufnahme bzw. —Biosorption wurde Frischmaterial von
Fontinalis antipyreticaaus der Helbe herangezogen und mit 25, 100 und 500 uM Zn(ll)
exponiert. Es wurden Kurz- und Langzeitmessungen durchgefuhrt (Kap. 2. 3.1/ 2. 4. 1).

Die Standardabweichungen fur die Zn(ll)-Bestimmung aller Akkumulationsversuche sind in
Anhang B zu finden. Die Akkumulation bei Belastung mit 100 uM Zn(ll) ist in Abb. 16
dargestellt. Ahnlich Cd(ll) erfolgte in den ersten Minuten eine schnelle Adsorption des
Schwermetalls an die Blattoberflache. Nach 10 Minuten waren 3,2 pmol Zn(ll)/g FM
biosorbiert. Diese Fraktion stieg innerhalb der folgenden 4 Stunden signifikant, bis auf
4,6 umol/g FM an. Uber einen Zeitraum von 10 Tagen war keine signifikante Abnahme des
extrazellularen zZn(Il)-Gehaltes zu verzeichnen. Er schwankte zwischen 4,0 pmol/g FM
(1. Tag) und 4,5 pmol/g FM (10. Tag). Der natirliche intrazellulare Zn(ll)-Gehalt der
Kontrolle lag bei 0,3 pumol/g FM. Die Aufnahme von Zn(ll) erfolgte langsamer als die
Biosorption, jedoch gleichmalig tber 10 Tage hinweg. Nach 10 Tagen waren bei Belastung
mit 100 uM Zn(ll) 3,2 umol/g FM akkumuliert.

Bei Belastung mit 100 pM Zn(ll) lag die Wiederfindung des Elementes zwischen 83 % und
99 % des gesamt zugegebenen Zn(ll).

10 -

Omin 10 min 20 min 30 min 4 h 1d 2d 3d 5d 10d

Zn(ll) [umol/g FMbzw. 100 mL
Medium]
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Abb. 16. Zn(ll)-Akkumulation von Fontinalis antipyretica(Helbe) nach Belastung mit
100 puM Zn(ll) (10 pmol absolut). (Standardabweichungen siehe Anhang B, Tab. 4)

Die Akkumulation von Zn(ll) bei Belastung mit verschiedenen Konzentrationen ist in

Abb. 17 dargestellt. Die Wiederfindung des zugegebenen Zn(ll) lag im Mittel bei 103 %

(25 pM), 93 % (100 pM) und 111 % (500 puM). Bei allen Konzentrationen konnte die schnelle

Adsorption des Schwermetalls an die Oberflache des Mooses beobachtet werden. Nach

10 Minuten waren 47, 33 bzw. 27 % des wiedergefundenen Zn(Il) bei Exposition mit 25, 100
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bzw. 500 uM Zn(ll) biosorbiert. Die entsprechenden Absolutwerte betrugen 1,2, 3,2 bzw.
13,8 umol Zn(ll)/g FM. Dieser Anteil stieg innerhalb der folgenden 4 Stunden signifikant auf
68, 56 bzw. 44 % (1,8, 4,6 bzw. 24,5 pmol/g FM). Bei 25 und 500 uM Zn(ll) nahm der
extrazellulare Zn(Il)-Gehalt im Versuchsverlauf wieder signifikant ab und lag nach 10 Tagen
bei 53 % (25 uM Zn(ll)) bzw. 37 % (500 uM Zn(ll)) des wiedergefundenen Zn(ll). Das
entsprach 1,3 bzw. 20,3 pmol Zn(ll)/g FM. Die intrazellulare Zn(ll)-Fraktion stieg tber den
gesamten Versuchszeitraum an und erreichte nach 10 Tagen 34 % (0,8 pumol/g FM), 32 %
(3,2 umol/g FM) bzw. 13 % (7,1 pmol/g FM) des wiedergefundenen Zn(ll).
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Abb. 17. Zn(ll)-Akkumulation von Fontinalis antipyretica(Helbe) nach Belastung mit
verschiedenen Zn(ll)-Konzentrationek. D 25 uM Zn(ll),B 100 pM Zn(ll),C, E 500 uM
Zn(ll). (Standardabweichungen siehe Anhang B, Tab. 4)
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Eine Erh6hung des GSH-Gehaltes konnte nur bei Belastung mit 500 uM Zn(ll) gemessen
werden (nicht dargestellt, Rohdaten siehe Anhang A, Tab. 2). Der GSH-Gehalt stieg
signifikant von 0,18 pmol/g FM auf 0,31 pmol/g FM am 2. Tag und erreichte mit 0,41 pmol/g
FM am 3. Tag ein Maximum. Bis zum 10. Tag sank er wieder signifikant auf 0,30 pmol/g FM
ab.

3. 1. 3 Pb(ll)-Akkumulation durch Fontinalis antipyretica

Die Akkumulationsversuche mit Pb(ll) wurden in Kurz- und Langzeitmessungen mit
Fontinalis antipyreticaaus der Helbe durchgefuhrt (Kap. 2. 3. 1/2. 4. 1). Als Konzentrationen
wurden 25, 100 und 500 pM Pb(ll) ausgewahlt. Die Standardabweichungen der
Akkumulation von Pb(ll) verschiedener Konzentrationen sind in Anhang B dargestellt.

In Abb. 18 ist die Pb(ll)-Akkumulation des Mooses nach Belastung mit 100 uM Pb(ll)
dargestellt. In den ersten Minuten nach Pb(ll)-Zugabe kam es zu einer schnellen
extrazellularen Adsorption. Nach 10 Minuten lag der Wert dieser Fraktion bei 3,6 pmol/g FM
und stieg bis zu 20 Minuten nicht signifikant auf maximale 3,8 umol/g FM an. Dann kam es
bis zum Versuchsende zu einer signifikanten Abnahme des extrazellularen Pb(ll)-Gehaltes
auf 2,4 umol/g FM. Die intrazellulare Anreicherung erfolgte nur geringfugig langsamer. Nach
10 Minuten war schon eine relativ groRe Menge von 2,6 umol/g FM Pb(ll) aufgenommen.
Dieser Wert stieg in den folgenden 10 Tagen nur noch langsam, jedoch signifikant an. Er
erreichte nach 4 Stunden 3,2 umol/g FM und schwankte dann bis zum 10. Tag zwischen

minimalen 2,4 und maximalen 3,6 pumol/g FM.

10 4

Pb(Il) pmol/g FM bzw. 100 mL
Medium]

Omn 10mn 20 min 30 min 4h 1d 2d 3d 5d 10d
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Abb. 18. Pb(Il)-Akkumulation von Fontinalis antipyretica(Helbe) nach Belastung mit
100 uM Pb(ll) (10 umol absolut). (Standardabweichungen siehe Anhang B, Tab. 5)
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Die Wiederfindung an Pb(ll) zum Zeitpunkt 0 h war mit 3 % des zugegebenen Pb(ll) sehr
gering. Nach der Zugabe von Pb(ll) konnte das Auftreten eines Niederschlages beobachtet
werden. Durch die extra- und intrazellulare Akkumulation von Pb(ll) stieg die Wiederfindung
im Versuchsverlauf auf 55 — 66 % des zugegebenen Ph(ll), erreichte jedoch nicht 100 %. Der
Niederschlag in den Kolben verschwand tUber den gesamten Zeitraum des Experimentes nicht.
Einige Pb(ll)-Salze, z. B. Pbg£bder PbSQ besitzen eine sehr geringe Loslichkeit, so dass in
Vorbereitung der Versuche die Konzentrationen der lonen des N&hrmediums berechnet und
mit den Ldslichkeitsprodukten der entsprechenden Salze verglichen wurden. Jedoch kann in
komplexen Loésungen, wie Knop-Medium, die Ldslichkeit von Salzen durch die Zugabe
gleichioniger Zuséatze stark absinken (Hollemann und Wiberg, 1985; Otto, 1995). Aufgrund
der Zusammensetzung des Mediums konnte z. B. Pa@fallen (Kap. 2. 2). Da die
ausgefallenen Salze nicht in die Messungen eingingen, durfte hierin die Ursache flr die
geringe Wiederfindung liegen.

Um die Abhangigkeit der Pb(ll)-Akkumulation von der Schwermetall-Konzentration zu
untersuchen, wurden die Konzentrationen 25, 100 und 500 uM Pb(ll) verwendet. Abb. 19
zeigt die extra- und intrazellulare Pb(Il)-Akkumulation.

Die Wiederfindung zum Zeitpunkt 0 betrug 30, 3 bzw. 12 % des zugegebenen Pb(ll) (25, 100
bzw. 500 uM Pb(ll)). Bei allen Konzentrationen wurde das schon beschriebene Auftreten
eines Niederschlages beobachtet. Er |6ste sich bei Belastung mit 25 uM Pb(ll) nach wenigen
Minuten wieder auf und die Wiederfindung stieg auf ca. 89 % (22 uM). Bei 100 und 500 uM
Pb(ll) war er Uber den gesamten Versuchszeitraum zu beobachten. So betrug die
Wiederfindung bei Belastung mit 100 uM Pb(ll) im Mittel 62 % (62 M), mit 500 uM Pb(ll)

37 % (185 pM).

Bei jeder der drei Konzentrationen konnte eine schnelle Biosorption des Schwermetalls
gemessen werden. Der hohe prozentuale Wert der extrazellularen Fraktion zum Zeitpunkt 0 h
ergab sich aus die geringen Wiederfindung von Pb(ll) und tduscht die Adsorption eines
groBen Anteils nach Oh nur vor. Der Absolutwert dieser Fraktion lag bei allen
Konzentrationen unter dem des extrazellularen Gehaltes nach 10 min. Nach 10 Minuten
betrug der extrazellulare Pb(Il)-Gehalt bereits bei 28, 57 bzw. 71 % (25, 100 bzw. 500 uM
Pb(ll)). Die entsprechenden Absolutwerte waren 0,6, 3,6 bzw. 13,1 umol/g FM. Dieser Wert
stieg innerhalb von 20 Minuten bei Belastung mit 25 uM nicht signifikant bis auf 29 %
(0,7 umol/g FM) und mit 100 pM nicht signifikant bis auf 59 % (3,8 umol/g FM). Bei
Belastung mit 500 uM Pb(ll) lag der extrazellulare Anteil nach 30 Minuten bei 56 %
(13,6 umol/g FM). Bis zum Versuchsende kam es zu einer signifikanten Abnahme des

46



Ergebnisse
extrazellularen Gehaltes bis auf 21 % (0,4 umol/g FM, 25 uM), 39 % (2,4 umol/g FM,
100 puM) und 43 % (7,6 umol/g FM, 500 uM) des wiedergefundenen Pb(ll).

Bei allen Konzentrationen konnte eine schnelle intrazellulare Aufnahme von Pb(ll) innerhalb

der ersten 10 Minuten gemessen werden. Der intrazellulare Gehalt lag bei 60 % (1,3 umol/g
FM, 25 uM), 40 % (2,6 pmol/g FM, 100 uM) und 27 % (5,0 umol/g FM, 500 uM). Diese
Fraktion stieg bei allen Konzentrationen bis zu 4 Stunden (25 und 100 pM) bzw. einem Tag
(500 uM) signifikant an. Die intrazellularen Pb(Il)-Gehalte lagen nach diesem Zeitraum bei
74 % (1,9 umol/g FM, 25 uM), 49 % (3,2 umol/g FM, 100 uM) und 56 % (12,1 pmol/g FM,
500 pM). Diese Werte blieben dann tber den gesamten Versuchszeitraum relativ konstant.
Auch der Pb(ll)-Gehalt des Mediums sank nicht mehr ab. Im Falle der Exposition mit 500 pM
Pb(ll) stieg er ab dem 2. Tag wieder etwas an, einhergehend mit einer Verringerung der
extrazellularen Fraktion.

Bei Exposition mit 25 uM Pb(ll) stieg der GSH-Spiegel von 0,13 pmol/g FM (0 h) signifikant
bis auf 0,23 pmol/g FM (2 d) an. Ein Maximum wurde nach 10 Tagen mit 0,28 pumol/g FM
erreicht. Eine deutlichere Erh6hung des GSH-Gehaltes konnte bei Belastung des Mooses mit
100 und 500 uM Pb(Il) gemessen werden (nicht dargestellt, Rohdaten siehe Anhang A, Tab.
3). Bei 100 uM stieg der GSH-Gehalt ab dem 2. Tag signifikant von 0,095 auf 0,211 umol/g
FM und erreichte mit 0,51 pmol/g FM am 10. Tag ein Maximum. Wurde das Moos mit
500 uM Pb(ll) inkubiert, erndhte sich der GSH-Gehalt innerhalb eines Tages signifikant von
0,15 umol/g FM auf 0,41 pumol/g FM und erreichte am 10. Tag ein Maximum mit
0,56 umol/g FM.
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Abb. 19. Pb(Il)-Akkumulation von Fontinalis antipyretica(Helbe) nach Belastung mit
verschiedenen Pb(Il)-Konzentrationéx).D 25 uM Pb(ll),B 100 uM Pb(Il),C, E 500 uM
Pb(Il). (Standardabweichungen siehe Anhang B, Tab. 5)
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3. 1. 4 Cd(Il)-Akkumulation durch Fontinalis dalecarlica

Die Cd(ll)-Akkumulation von Fontinalis dalecarlica wurde, wie unter Kap. 2. 3. 1
beschrieben, bestimmt. In Abb. 20 sind Biosorption und Aufnahme von Cd(ll) durch das
Moos bei Belastung mit 100 uM Cd(ll) dargestellt. Es erfolgte eine schnelle Adsorption des
Schwermetalls an die Blattoberflache. Innerhalb von 30 Minuten waren 4,1 umol/g FM
biosorbiert. Dieser Wert stieg signifikant auf 5,2 umol/g FM nach 4 Stunden der Cd(ll)-
Exposition und blieb Uber den gesamten Versuchzeitraum mit Werten zwischen 5,2 und
6,6 pumol/g FM relativ konstant. Eine Abnahme der extrazellularen Fraktion war nicht zu
erkennen. Die intrazellulare Aufnahme von Cd(ll) erfolgte langsamer, jedoch gleichmafiig
Uber den gesamten Versuchszeitraum hinweg. Nach einem Tag wurde in den Mooszellen
1,4 umol Cd(I)/g FM, nach 10 Tagen 3,5 umol Cd(Il)/g FM gefunden. Die Wiederfindung
von Cd(ll) lag im Mittel bei 12,7 umol /g FM (127 %).
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Abb. 20. Cd(Il)-Akkumulation vonFontinalis dalecarlicabei Belastung mit 100 uM Cd(lI).
(Standardabweichung siehe Anhang B, Tab. 6)

Zum Vergleich der Cd(Il)-Akkumulation von Pflanzen der Gatt&iogtinalis verschiedener
Standorte und Wuchsformen wurden Biosorption und Aufnahme von Cd(ll) bei
verschiedenen Konzentrationen des Schwermetalls untersucht (Abb. 21). Es wurden 25, 100
und 200 puM Cd(Il) verwendet.
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Abb. 21. Cd(ll)-Akkumulation vonFontinalis dalecarlicabei Belastung mit verschiedenen
Schwermetall-KonzentrationeA, D 25 pM Cd(ll),B 100 uM Cd(Il),C, E 200 pM Cd(ll).
(Standardabweichungen siehe Anhang B, Tab. 6)

Bei allen Konzentrationen kam es zu der bereits beschriebenen schnellen Biosorption von
Cd(Il) an die Moosoberflache, nach 2 Stunden betrug der extrazellulare Cd(ll)-Gehalt 58 %,
33 % bzw. 35 % des wiedergefundenen Cd(ll) bei Belastung mit 25 uM, 100 uM bzw.
200 pM Cd(Il). Die entsprechenden Absolutwerte sind 1,5 pumol/g FM (25 uM Cd(ll)),
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4,5 umol/g FM (100 uM Cd(Il)) bzw. 7,3 umol/g FM (200 uM Cd(ll)). Diese Werte blieben

Uber den gesamten Versuchszeitraum relativ konstant.

Die Aufnahme ins Zellinnere des Mooses erfolgte langsamer, jedoch kontinuierlich. Bei
200 pM Cd(ll) sank der intrazellulare Cd(Il)-Gehalt nach 12 Stunden wieder etwas ab. Nach
2 Tagen der Belastung mit 25 uM, 100 uM bzw. 200 uM waren 13 % (0,4 pumol Cd(ll)/g
FM), 13 % (1,8 pumol Cd(ll)/g FM), bzw. 6 % (1,2 pumol Cd(Il)/g FM) intrazellular zu finden.
Der Gehalt von Cd(Il) im Nahrmedium nahm tber den gesamten Versuchszeitraum ab.

In Abb. 22 ist der GSH-Gehalt bei Belastung des Mooses mit 100 uM Cd(ll) dargestellt. Der
GSH-Spiegel stieg ab dem ersten Tag signifikant an, von 0,073 umol/g FM auf 0,095 pumol/g
FM, und erreichte am 5. Tag ein Maximum mit 0,39 umol/g FM, am 8. Tag ein zweites

Maximum mit 0,50 pmol/g FM, dem ca. 7fachen des Ausgangsgehaltes an GSH.

0,6 -
05 |
04 |
03 |
0,2 |

GSH [umol/g FM]

0,1 -

0,0

Zeit

‘l Cd(Il) O Kontrolle ‘

Abb. 22. GSH-Gehalt vonFontinalis dalecarlicanach Belastung mit 100 pM Cd(ll).
Standardabweichungen : 1 d: 0,0081 (8,2 %), 7 d: 0,051 (14,1 %)

3. 1. 5 Cd(ll)-Akkumulation durch Fontinalis antipyreticanach Absetzen der Cd(ll)-

Belastung

Um eine mogliche Depotfunktion der Mooszellwand fir Cd(ll) zu untersuchen, wurde
Fontinalis antipyreticazunachst 2 h mit 100 uM Cd(ll) inkubiert. Nach Austausch des Cd(ll)-
haltigen gegen Cd(ll)-freies Medium wurden intra- und extrazellularer Cd(Il)-Gehalt
bestimmt (Kap. 2. 3. 1) (Abb. 23).

Der Gesamt-Cd(ll)-Gehalt im Pflanzenmaterial nach Umsetzen lag zwischen 5,1 und
6,4 umol/g FM (51-64 % des zugegebenen Cd(ll)). Davon befanden sich zum Zeitpunkt O h
(Umsetzen auf Cd(ll)-freies Medium) 0,3 umol/g FM im Medium, 4,9 umol/g FM an der
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Oberflache der Blatter und 0,4 umol/g FM im Inneren der Zellen. Innerhalb der folgenden
3 Stunden erfolgte eine Diffusion von Cd(ll) von der Oberflache ins Medium. Der Cd(ll)-
Gehalt des Mediums stieg signifikant auf 1,2 umol/g FM, der extrazellulare Anteil sank
signifikant auf 3,7 umol/g FM. Ab dem ersten Tag nahm der Cd(Il)-Gehalt der Oberflache ab,
gleiches galt fir das Medium. Nach 10 Tagen waren extrazellular noch 2,3 pmol Cd(ll)/g FM,
im Medium 0,5 pmol Cd(ll)/g FM zu finden. Unabhangig davon erfolgte eine kontinuierliche
Aufnahme von Cd(ll) ins Zellinnere bis auf 2,5 pmol/g FM am 10. Tag.

Cd(ll) [umol/g FMbzw. 100 mL Medium]

Oh 3h 1d 3d 6d 7d 8d 9d 10d
Zeit

‘El Medium W extrazellular O intrazellular @ Gesamt

Abb. 23. Cd(Il)-Akkumulation durchFontinalis antipyreticanach Absetzen der Cd(ll)-
Belastung nach 2 Stunden (100 pM). Standardabweichung 3 d: Medium: 0,019 (2,4 %),
extrazellulares Cd(ll): 0,193 (6,5 %), intrazellulares Cd(ll): 0,073 (3,8 %)

Wie bei Bruns et al. (2000b) beschrieben, bewirkte intrazellulares Cd(ll) auch bei diesem
Versuch einen Anstieg der GSH-Gehaltes der Zellen (Abb. 24). Nach einem Tag stieg der
GSH-Pool signifikant von 0,19 auf 0,39 umol/g FM. Er erreichte am 10. Tag mit 0,89 pmol/g

FM, dem ca. 4,6fachen des Ausgangsgehaltes, ein Maximum.
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Abb. 24. GSH-Gehalt vorFontinalis antipyreticanach Absetzen der Cd(ll)-Belastung nach
2 Stunden (100 puM). Standardabweichung 9 d: 0,08 (13,5 %)

3. 2 Vitalitat von Fontinalis antipyreticabei Schwermetallstress

Abb. 25 zeigt die photochemische Ausbeute im Photosystem IFgatinalis antipyretica
als Vitalitats-Parameter nach Inkubation mit verschiedenen Konzentrationen des
Schwermetalls Cd(ll).
Bei Belastung mit Cd(ll) kam es im Bereich zwischen 25 und 400 puM zu einer
konzentrationsabhangigen Abnahme der Vitalitat des Mooses. Intrazellular lokalisiertes
Cd(Il) bewirkte eine Schadigung des Photosystems Il, wobei der gréf3te Effekt durch 400 uM
hervorgerufen wurde. Der Einfluss von 25 uM Cd(ll) war relativ gering, die Vitalitat sank
innerhalb von 10 Tagen signifikant bis auf 84 % der Kontrolle. Eine Verringerung der
Chlorophyll-Fluoreszenz auf 50 % der Kontrolle war bei 100 uM Cd(ll) nach ca. 4 Tagen, bei
200 pM Cd(Il) nach 2 Tagen und bei 400 uM Cd(ll) bereits nach einem Tag erreicht. Zum
Versuchsende betrug die Vitalitat 84, 73, 38, 14 und 3 % der Kontrolle bei Exposition mit 25,
50, 100, 200 und 400 pM Cd(ll).
Korrelationsanalysen (Kap. 2. 5) von intrazellularem Cd(Il) und Vitalitat (Yield) ergaben fur
eine Exposition mit 100, 200 und 400 uM Cd(ll) eine gegensinnige Korrelation dieser beiden
Parameter mitipo = -0,80, goo = -0,99 und 4o0 = -1,0. Die Werte von intrazellularem Cd(ll)
und Vitalitat bei Belastung mit 25 uM Cd(ll) korrelierten nicht.
Die Schwermetalle Pb(ll) und Zn(ll) riefen bei Konzentrationen zwischen 25 und 100 uM
keine nennenswerten Veranderungen der Chlorophyll-Fluoreszenz hervor (nicht dargestellt,
Rohdaten siehe Anhang A, Tab. 4). Bei Belastung mit 500 uM Zn(ll) lag die Vitalitdt nach
einem Tag bei 97 % der Kontrolle. Dieser Wert sank bis zum 5. Tag signifikant auf 83 % und
schwankte dann bis zum Versuchsende zwischen 78 % und 98 % der Kontrolle (nicht
53



Ergebnisse
dargestellt, Rohdaten siehe Anhang A, Tab. 4). Nach Exposition mit 500 uM Pb(ll) sank die
Vitalitdt des Mooses innerhalb eines Tages signifikant auf 83 % und schwankte bis zum

Versuchsende zwischen 93 % und 80 % (10 Tage) (nicht dargestellt, Rohdaten siehe Anhang
A, Tab. 4).

120 -
100 - il
80 -
60

40 |

Yield [% der Kontrolle]

20

0d 1d 2d 3d 4d 5d 6d 7d 8d 9d 10d
Zeit

W 25 pM Cd(If) @ 50 pM Cd(ll) @ 100 pM Cd(ll) 0 200 puM Cd(lf) 0400 uM Cd(ll) ‘

Abb. 25. Vitalitdt von Fontinalis antipyreticanach Exposition mit Cd(ll) verschiedener
Konzentration (n=5).

3. 3 Einfluss von Cd(ll) auf den Schwefelmetabolismus vofrontinalis

antipyretica

3. 3. 1 Einfluss der Versorgung mit Sulfat auf den Thiolgehalt und die Cd(ll)-
Akkumulation von Fontinalis antipyretica

Die Laboruntersuchungen zur Induktion thiolhaltiger Verbindungen Bentinalis
antipyreticawurden auch in Bezug auf die Schwefelernahrung durchgefiihrt, da GSH in den
Mooszellen aus Cys ung-EC synthetisiert wird und Cys wiederum ein Produkt der
Sulfatassimilation darstellt.

Versuche zur Aktivierung des S-Metabolismus bei Cd(ll)-Stress wurden nach eintagiger
Inkubation in Nahrmedium ohne Sulfat durchgefuhrt (siehe Kap. 2. 4. 3). Abb. 26 zeigt die
Thiol- und Sulfatgehalte im Moos wahrend 24 Stunden ohne Sulfat im Knop-Medium. Der
GSH-Gehalt nahm innerhalb von 24 Stunden signifikant von 0,28 auf 0,15 umol/g FM ab.
Der Gehalt an Cys sank signifikant von 0,025 auf 0,015 pumol/g FM. Auch GSSG war in nur
geringen Mengen vorhanden, die Zunahme von 0,028 auf 0,041 umol/g FM war jedoch nach

statistischen Berechnungen nicht signifikant. Zu Versuchsanfang betrug der GSSG-Gehalt im
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Vergleich zum Gesamt-GSH 9 %. Er stieg bis auf 25 % (8 h) an und sank dann auf 21 % zum
Ende des Versucheg-EC war in nur sehr geringen Mengen vorhanden, teilweise konnte

kein y-EC gemessen werden. Der Sulfatpool des Mooses lag zum Zeitpunkt O h bei
4,1 umol/g FM. Er schwankte in 24 Stunden innerhalb sehr enger Grenzen (3,1 und

4,2 umol/g FM), wobei keine signifikante Zu- oder Abnahme zu verzeichnen war.
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Abb. 26. Thiol- (A) und Sulfatgehalt (B) inFontinalis antipyreticawahrend eintagiger
Kultivierung ohne Sulfat im Nahrmedium (n = 3).
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Nach einem Tag der Inkubation ohne Sulfat im Nahrmedium wurde das Moos entsprechend

Kap. 2. 4. 3 auf folgende Reihen umgesetzt:

0 UM SQ, /0 uM Cd(ll)

500 uM SQ/ 0 pM Cd(ll)

0 UM SQ/ 200 pM Cd(ll)
500 pM SQ/ 200 uM Cd(ll).

O 0O o >

Abb. 27 und 28 zeigen den Thiol- und Sulfatgehalt Fontinalis antipyreticaunter diesen
Bedingungen. Die Wiederfindung der Thiole betrug 98 % (Cys), 133-5Q), 108 %

(GSH) und 110 % (GSSG), die von Sulfat 98 %. Die relativen Standardabweichungen wurden
von je einem Messpunkt jeder Reihe mit n=5 bestimmt (siehe Anhang B, Tab. 7).

Pflanzen ohne Cd(ll) im Nahrmedium (Abb. 27, A und B) zeigten innerhalb des Versuches
keine deutlichen Veranderungen im Gehalt an @y&C, GSH und Sulfaty—-EC war bei

beiden Reihen in nur sehr geringen Mengen vorhanden. Bei Reihe A ohne Sulfat im Knop-
Medium schwankte der GSH-Gehalt zwischen 0,11 und 0,27 umol/g FM, wobei innerhalb
von 14 Tagen keine signifikante Abnahme festzustellen war. Auch der Cys-Gehalt verénderte
sich nicht signifikant und lag zwischen 0,014 auf 0,024 umol/g FM. Der GSH-Gehalt betrug
zum Versuchsende 0,19 pmol/g FM, der Cys-Gehalt 0,020 pmol/g FM. Dagegen erhdhte sich
der GSSG-Gehalt signifikant von 0,051 auf 0,096 umol/g FM nach 6 Stunden und schwankte
dann bis zum Versuchsende zwischen 0,058 und 0,089 pmol/g FM. Die prozentuale GSSG-
Menge am Gesamt-GSH sank von 32 % bei 0 h auf 17 % nach 1,5 h und erreichte maximal
38 % des Gesamt-GSH-Gehaltes nach 10 Tagen. Bei Zugabe von 500 uM Sulfat (B) nach
eintagiger Inkubation ohne Sulfat stieg der GSSG-Gehalt innerhalb von 6 Tagen signifikant
von 0,030 auf 0,069 pmol/g FM an und erreichte maximal 20 % des Gesamt-GSH-Spiegels.
Der GSH-Gehalt schwankte zwischen 0,15 und 0,36 pmol/g FM, der Cys-Gehalt zwischen
0,015 und 0,030 umol/g FM. Im Vergleich mit den Proben ohne Sulfat (Reihe A) waren der
Cys- und GSH-Gehalt bei Reihe B ab dem 1. Tag uberwiegend signifikant hdher, im
Durchschnitt um das ca. 1,6fache. Der GSSG-Gehalt wies meist signifikant geringere Werte
auf (0,7fach). Ein signifikant hoherer Sulfatgehalt war ab dem 10. Tag zu beobachten
(1,3fach).

Bei Belastung mit 200 uM Cd(Il) erhdhte sich der Gehalt aller Thiole unabhéangig von der
Sulfaternahrung nach 1 Tag der Belastung mit Cd(ll) (Abb. 27, C und D). Es konnten keine
signifikanten Unterschiede in den Mengen von GSH zwischen Reihe C und D festgestellt
werden. Der GSH-Gehalt betrug nach einem Tag 0,47 umol/g FM (C) bzw. 0,55 umol/g FM
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(D), ein Maximum wurde bei beiden Reihen mit 1,16 umol/g FM (C) bzw. 1,13 umol/g FM
(D) am 10. Tag erreicht. Der GSSG-Spiegel der beiden Reihen unterschied sich signifikant
und erreichte maximal 0,30 pumol/g FM (C, 10. Tag) und 0,24 pmol/g FM (D, 6. Tag). Der

prozentuale Anteil von GSSG in Bezug auf Gesamt-GSH lag bei Reihe C bei 0 Stunden bei
17 %, stieg auf maximale 29 % nach 8 Stunden und betrug zum Versuchsende 20 %. Bei
Reihe D stieg er von 12 % auf maximale 20 % (8 h, 14 d).

Signifikante Unterschiede waren auch beim Cys- yA8C-Gehalt zu erkennen. Cys- und
y—EC-Menge waren nach Zugabe von 500 uM Sulfat (Reihe D) ab dem 2. Tag (Cys) bzw. am
2. und 6. Tagy-EC) hoher als bei den Proben ohne Sulfat (Reihe C). Der Cys-Gehalt erhdhte
sich auf maximal 0,45 pmol/g FM (C, 10 d), wahrend er bei Reihe D maximal 0,71 pumol/g
FM (10 d) erreichtey—EC stieg auf 0,28 pumol/g FM (C) bzw. 0,35 umol/g FM (D) am

10. bzw. 14. Tag der Cd(ll)-Exposition. Einhergehend mit der erhohten Synthese der Thiole
sank der Sulfatgehalt im Moos von 3,7 auf 0,34 pmol/g FM (C) bzw. von 4,2 auf 0,47 pmol/g
FM (D) — Abb. 28 (0 uM Sulfat bzw. 500 uM Sulfat).

Bei den Reihen A und C befand sich Uber den gesamten Versuchszeitraum kein Sulfat im
Medium, der Sulfatgehalt der Knop-N&hrlésung schwankte bei den Reihen B und D zwischen
400 und 500 pM (nicht dargestellt, Rohdaten siehe Anhang A, Tab. 5).
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Abb. 27. Thiolgehalt in Fontinalis antipyreticabei Exposition mit 200 uM Cd(ll) in
Abhangigkeit von der Ernahrung mit Sulfat. 0 uM SQ / 0 uM Cd(ll),B 500 uM SQ/
O uM Cd(),C 0 uM SQ / 200 uM Cd(Il),D 500 pM SQ / 200 uM Cd(ll). (Relative
Standardabweichungen siehe Anhang B, Tab. 7)
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B 0 1M SO4/0 pM Cd(ll) 00500 M SO4/0 pM Cd(ll)
W 0 M SO4/200 pM Cd(ll) @ 500 UM SO4/200 uM Cd(ll)

Abb. 28. Sulfatgehalt inFontinalis antipyreticabei Exposition mit 200 pM Cd(ll) in
Abhangigkeit von der Ernahrung mit Sulfat. (Relative Standardabweichungen siehe
Anhang B, Tab. 7)

Die Reaktionen des Mooses bei Cd(ll)-Belastung und unterschiedlicher Zugabe von Sulfat ins
Nahrmedium kdnnen nur verglichen werden, wenn ahnliche Mengen an Cd(ll) akkumuliert
wurden. Deshalb wurden von Reihe C und D extra- und intrazellularer Cd(ll)-Gehalt
bestimmt (Kap. 2. 3. 1). Biosorption und Aufnahme korrelierten unabhangig von der Sulfat-
Konzentration im Medium Uber den gesamten Versuchszeitraum ogmit= 0,85 und

rntra = 0,98. Die extra- und intrazellularen Gehalte waren bei Reihe C jedoch etwas groR3er als
bei Reihe D. Extrazellular waren bis zu 6,75 pumol/g FM mehr adsorbiert. Die grof3te
Differenz der intrazellularen Fraktion betrug ca. 1 pmol/g FM. Bis zum Versuchsende kam es
zu einem Angleich der beiden Fraktionen (nicht dargestellt, Rohdaten siehe Anhang A,
Tab. 6).

Weiterhin wurde die Vitalitéat vorrontinalis antipyreticabei Belastung mit 100 uM Cd(Il)

und Kultivierung in Knop-Medium mit 0, 50, 100, 250 und 500 uM Sulfat untersucht (Kap.
2.4.3) (Abb. 29). Durch die Belastung mit Cd(ll) kam es zu einer Abnahme der
photochemischen Ausbeute im Photosystem Il. Eine Abhangigkeit von der Sulfat-
Konzentration der Nahrlésung war jedoch nicht zu erkennen. Nach 4 Tagen lag die Vitalitat
bei Kultivierung mit 0 pM Sulfat bei 0,47, mit 50 uM Sulfat bei 0,57, mit 100 uM Sulfat bei
0,49 und mit 500 uM Sulfat bei 0,62. Nach 10 Tagen lag die Chlorophyll-Fluoreszenz bei
0 und 250 puM Sulfat mit 0,31 und 0,32 bei ahnlichen Werten, wahrend die Werte bei 50 uM
Sulfat, 100 uM Sulfat und 500 uM Sulfat mit 0,37; 0,39 und 0,47 etwas hdéher waren. Ein
signifikanter Unterschied bestand zu diesem Zeitpunkt lediglich zwischen den
Vitalitdtswerten bei 0 und 500 uM Sulfat. Eine Kontrolle ohne Cd(ll) im Knop-Medium mit
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normalem Sulfat-Gehalt (192 uM) zeigte keine Abnahme der Vitalitat Gber 10 Tage (nicht
dargestellt, Rohdaten siehe Anhang A, Tab. 7). Auch bei Kultivierung ohne Sulfat und ohne
Cd(ll) war innerhalb von 10 Tagen keine Verringerung der Chlorophyll-Fluoreszenz zu
beobachten (siehe Abb. 32).

1,0 4

Yield

Zeit[d]
000 uM Sulfat 0050 uM Sulfat @ 100 uM Sulfat
W 250uM Sulfat 00 500uM Sulfat

Abb. 29. Vitalitat von Fontinalis antipyreticawahrend Kultivierung in Knop-Medium mit
unterschiedlicher Sulfat-Konzentration und Belastung mit 200 uM Cd(ll) (n = 5).

3. 3. 2 Effekte von Schwefelmangel und Cd(ll)-Belastung auf den Schwefelmetabolismus
und die Vitalitat von Fontinalis antipyretica

Der naturliche Sulfatgehalt des gesammelten Mooses lag zwischen 3,0 und 4,5 pmol/g FM,
was ausreichte, um bei Belastung mit Cd(ll) entsprechende Mengen an Thiolen zu
synthetisieren. Um eine Aktivierung des Schwefelstoffwechsels und Auswirkungen auf die
Vitalitdt deutlicher zu machen, wurde das Moos an Sulfat verarmt und dann mit Cd(ll)
exponiert (Kap. 2. 4. 3). In einem Zeitraum von 38 Tagen sank der Sulfatgehalt im Moos von
3,1 auf 0,77 umol/g FM, was einem Viertel der Ausgangskonzentration entsprach (Abb. 30).
Auch die GSH-Menge in den Zellen nahm ab, von 0,28 auf 0,15 umol/g FM am 10. Tag
(Abb. 31), jedoch war nach dem 10. Tag keine weitere signifikante Abnahme festzustellen.
Die Chlorophyll-Fluoreszenz als Parameter der Vitalitat wurde regelmalRlig bestimmt
(Abb. 32). Es war eine leichte, doch signifikante Abnahme des Vitalitatsparameters von 0,77
auf 0,71 zu erkennen, eine mitgefihrte Kontrolle mit ca. 190 uM Sulfat im Medium besald

nach diesem Zeitraum eine Vitalitat von 0,74.

60



Ergebnisse

3,5 -
s 3,0 4
'3 2,5
S 2,0 -
£ 1s5-
= 1,0 |
s
0,0 A : ‘ | | |
0 10 17 24 31 38

Zeit[d]

Abb. 30. Sulfat-Gehalt inFontinalis antipyreticawahrend Inkubation in Knop-Medium ohne
Sulfat (n=3).
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Abb. 31. GSH-Gehalt inFontinalis antipyreticawahrend Inkubation in Knop-Medium ohne
Sulfat (n=3).
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Abb. 32. Vitalitdt von Fontinalis antipyreticawéhrend Inkubation in Knop-Medium ohne
Sulfat (n=5).
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Um eine Reaktion des Schwefelstoffwechsels hervorzurufen, wurde nun Cd(ll) und/oder
Sulfat zugegeben, wobei die Zugabe gleichzeitig erfolgte (Kap. 2. 4. 3).

Bei Zugabe von Sulfat wurde der Sulfatpool in den Zellen wieder aufgefillt (Abb. 33). Er
stieg bei unbelastetem Moos innerhalb eines Tages auf 2,9 umol/g FM an und erreichte damit
den Ausgangsgehalt an Sulfat. Auch der GSH-Spiegel erhdhte sich wieder, ein Maximum
wurde nach einem Tag erreicht (0,43 pmol/g FM) (Abb. 34). Im weiteren Verlauf sank er auf
0,19 umol/g FM ab (22. Tag). Entsprechend dem GSH verhielt sich der Cys-Gehalt. Er stieg
bis zum 1. Tag von 0,032 auf 0,060 umol/g FM an, gefolgt von einem Absinken auf
0,014 umol/g FMy—EC war in den Proben nicht nachweisbar (nicht dargestellt, Rohdaten
siehe Anhang A, Tab. 8). Auch der GSSG-Spiegel des Mooses stieg an und erreichte mit
0,038 umol/g FM am 6. Tag ein Maximum. Der prozentuale Anteil von GSSG am Gesamt-
GSH schwankte zwischen 5 und 24 %. Der Sulfatgehalt des Mediums sank im Laufe des
Versuches von 480 uM auf 410 uM ab (nicht dargestellt, Rohdaten siehe Anhang A, Tab. 8).
Wurde das Moos zusatzlich mit 100 uM Cd(ll) belastet (Abb. 33), stieg der Sulfatgehalt bis
zum 2. Tag auf 3,44 umol/g FM, sank dann jedoch auf 1,15 pmol/g FM ab. Dies ging mit
einer kontinuierlichen Neusynthese von GSH auf 0,76 pumol/g FM am ersten Tag bzw.
1,90 umol/g FM am 22. Tag einher (Abb. 34). Auch die Gehalte der Thiole/<B€, und

GSSG nahmen zu, Maxima wurden mit 0,43 pmol/g FM am 2. Tag (Cys), 0,81 umol/g FM
am 22. Tagy~EC) und 0,15 umol/g FM am 3. Tag (GSSG) erreicht. Der prozentuale Anteil
von GSSG am Gesamt-GSH lag zwischen 2 und 20 % (nicht dargestellt, Rohdaten siehe
Anhang A, Tab. 8). Der Sulfatgehalt des Mediums sank von 460 uM auf 420 pM zum
Versuchsende (nicht dargestellt, Rohdaten siehe Anhang A, Tab. 8).

Wurde das Pflanzenmaterial weiter ohne Sulfat belassen, sank der Sulfatgehalt bei der
unbelasteten Probe auf 0,25 umol/g FM ab (22 Tage, insgesamt 60 Tage Sulfatmangel)
(Abb. 33). Auch der GSH-Spiegel nahm deutlich ab, er betrug am 22. Tag 0,027 umol/g FM
(Abb. 34). Der Cys-Gehalt sank von 0,025 auf 0,017 pmol/g +NEC konnte nicht
nachgewiesen werden. Der Gehalt von GSSG nahm auf 0,019 pmol/g FM ab. Der prozentuale
Anteil von GSSG am Gesamt-GSH stieg jedoch von 12 % bis auf 33 % am 6. Tag (nicht
dargestellt, Rohdaten siehe Anhang A, Tab. 8). Das Verhaltnis blieb dann bis zum Ende des
Versuches relativ konstant. Im Medium wurde Uber den gesamten Zeitraum kein Sulfat
gefunden (nicht dargestellt, Rohdaten siehe Anhang A, Tab. 8).

Bei belastetem Moos (Abb. 33) sank der Sulfatgehalt starker ab; nach 22 Tagen lag er bei
0,07 pmol/g FM. Der GSH-Gehalt stieg nur bis zum 3. Tag an (0,45 pmol/g FM), um dann
auf 0,14 pmol/g FM (22. Tag) abzusinken (Abb. 34). Die Gehalte any&i€; und GSSG

nahmen einen &ahnlichen Verlauf - kurzeitiger Anstieg und darauffolgende Abnahme. Der
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prozentuale Anteil von GSSG am Gesamt-GSH schwankte zwischen 10 % und 21 %. Im
Medium wurde Uber den gesamten Zeitraum kein Sulfat nachgewiesen (nicht dargestellt,
Rohdaten siehe Anhang A, Tab. 8).
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Abb. 33. Sulfat-Gehalt ifFontinalis antipyreticanach Zugabe von Cd(Il) und/oder Sulfat.
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Abb. 34. GSH-Gehalt irFontinalis antipyreticanach Zugabe von Cd(ll) und/oder Sulfat.

In Abb. 35 ist die Vitalitdt vorFontinalis antipyreticanach Zugabe von Cd(ll) und/oder
Sulfat dargestellt. Moos ohne Cd(ll) und ohne Sulfat zeigte innerhalb von 10 Tagen keinen
signifikanten Vitalitatsverlust (insgesamt 48 Tage Sulfatmangel). Die Chlorophyll-
Fluoreszenz lag zwischen Werten von 0,70 und 0,77. Nach Zugabe von 100 puM Cd(Il) nahm
die Vitalitat des Mooses ab. Bei Pflanzen mit Sulfat im Knop-Medium betrug sie nach einem
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Tag 0,67 und sank bis zum 10. Tag signifikant auf 0,49 ab. Befand sich kein Sulfat in der

Nahrldsung lag die Vitalitdt nach einem Tag nur noch bei 0,36, und erreichte in den folgenden
9 Tagen einen minimalen Wert von 0,12.
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00 pM Cd(11)/0 pM SO4 W 0 M Cd(11)/500 pM SO4
B 100 uM Cd(ll)/0 uMSO4  m 100 uM Cd(I1)/500 uM SO4

Abb. 35. Vitalitat von Fontinalis antipyreticanach Zugabe von Cd(ll) und/oder Sulfat (n =5).

In einem weiteren Versuch wurde das Moos 45 Tage an Sulfat verarmt. Dann wurde, wie in
Kap. 2. 4. 3 beschrieben, 500 uM Sulfat zugegeben. Diomtinalis antipyreticanach
Aufnahme des Nahrstoffes effektiver auf eine Cd(ll)-Belastung (100 uM) reagieren konnte,
wurde das Schwermetall erst einen Tag spater zugegeben. Der natlrliche Sulfat-Gehalt des
Mooses bei diesem Versuch betrug 2,1 umol/g FM. Innerhalb von 45 Tagen sanken Sulfat-
bzw. GSH-Gehalt auf durchschnittich 0,43 pmol/g FM bzw. 0,050 pmol/g FM ab.
Veranderungen im GSH- und Sulfat-Gehalt, sowie der Vitalitat waren nach Umsetzen auf die
verschiedenen Bedingungen in Bezug auf den Verlauf ahnlich dem ersten Versuch zum
Sulfatmangel, bei dem Cd(ll) und Sulfat gleichzeitig zugegeben wurden (nicht dargestellt,
Rohdaten siehe Anhang A, Tab. 9).

So stieg der Sulfat-Gehalt nach Zugabe des Nahrstoffes innerhalb eines Tages auf ca.
2,5umol/lg FM und erreichte den Ausgangsgehalt an Sulfat. Wurde das Moos nach
Sulfatzugabe nicht mit Cd(ll) belastet, blieb der Sulfatspiegel tber den Versuchszeitraum von
10 Tagen relativ konstant und schwankte zwischen 2,3 und 3,3 pmol/g FM. Der Gehalt an
GSH nahm innerhalb eines Tages signifikant auf 0,13 umol/g FM zu, erreichte nach 3 Tagen
ein Maximum von 0,17 pmol/g FM und sank dann wieder signifikant auf 0,10 pumol/g FM ab.
Wurde das Moos nach 45tagigem Sulfatmangel und Zugabe von 500 uM Sulfat mit Cd(Il)
belastet, stieg der GSH-Gehalt innerhalb eines Tages signifikant von 0,077 auf 0,13 pmol/g
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FM an und erreichte nach 10 Tagen ein Maximum von 0,56 pmol/g FM. Der Sulfatgehalt des
Mooses sank nicht signifikant ab.

Wurde das Moos weiterhin ohne Sulfat kultiviert, kam es zu einer kontinuierlichen,
signifikanten Abnahme des GSH-Gehaltes auf 0,017 pmol/g FM. Der Sulfat-Gehalt sank
nicht deutlich ab. Nach Zugabe von Cd(ll) kam es trotz fortlaufendem Sulfatmangel zu einer
Erhohung des GSH-Gehaltes, der jedoch mit maximal 0,26 umol/g FM signifikant geringer
war als der der Cd(ll)-belasteten Probe mit Sulfat.

Das Moos besal3, wahrscheinlich aufgrund einer langeren Trockenperiode, einen GSH-
Spiegel, der ca. nur ¥ von dem des ersten Versuches zum Einfluss von Sulfatmangel auf die
Reaktion vonF. antipyreticaauf Cd(ll)-Stress betrug. Bei Belastung mit Cd(Il) (mit/ohne
Sulfat) kam es zu den bereits beobachteten Erhohungen des GSH, jedoch nicht in dem Malie
wie beim ersten Experiment beschrieben. Es wurde nur ca. ¥ der Konzentrationen erreicht.
Deshalb sank auch der Sulfat-Gehalt dieser beiden Reihen nicht so extrem ab.

Auch die Vitalitat veranderte sich entsprechend (nicht dargestellt, Rohdaten siehe Anhang A,
Tab. 9). Bei dieser Versuchsreihe bewirkte der Sulfatmangel jedoch Schadigungen des PS I
des Mooses, die Vitalitdt sank innerhalb von 45 Tagen von 0,72 auf ca. 0,58. Dies kdonnte auf
die veranderten Umweltbedingungen am Standort zurtickgefuihrt werden. Auch bei Belastung
mit Cd(Il) kam es zu einer starkeren Beeintrachtigung der Vitalitat. Der Unterschied zwischen
belastetem Moos mit und ohne Sulfat war trotzdem deutlich zu erkennen. So sank die Vitalitat
innerhalb von 8 Tagen auf 0,33 (Cd(lIl), mit Sulfat) bzw. 0,09 (Cd(ll), ohne Sulfat). Weiterhin
war bei Pflanzen ohne Cd(ll) und ohne Sulfat im Medium ein Vitalitatsverlust zu erkennen,
der jedoch nicht so hoch war wie bei den Cd(ll)-exponierten Proben. Die Vitalitat lag nach
8 Tagen noch bei 0,52. Nach Zugabe von Sulfat stieg die Vitalitat im Versuchsverlauf wieder

bis auf 0,71 an. Der Wert entsprach der Vitalitat, die zum Versuchsanfang gemessen wurde.

3. 4 Zellulare Kompartimentierung von Cd(ll) in Fontinalis antipyretica

3. 4. 1 Intrazelluléare Lokalisation von Cd(ll) in Fontinalis antipyretica

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen BRontinalis antipyretica wurden
entsprechend Kap. 2. 3. 5 und 2. 4. 4 durchgefuihrt. Es wurden EDX- und EEL-Spektren von
Niederschlagen der Blattoberflache, des Cytoplasmas und der Vakuolen aufgenommen. Die
Blatter von Fontinalis antipyreticabestehen aus nur einer Zellschicht. Alle Ergebnisse
wurden mittels Messung einer entsprechenden Anzahl von Niederschlagen in den Zellen

statistisch abgesichert. In Abhangigkeit von der Jahreszeit wurden auf der Oberflache
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unterschiedliche Mengen an Elementen gefunden. Im Winter/Frihjahr, nach frischem
Austreiben der Spitzen, befanden sich wenige, kleine Kristalle auf den Blattern. Sie enthielten
u. a. Zn, Cu, Ca, Si, Al, P und sehr wenig Mn. Bis zum Herbst, mit steigender Belastung des
Wassers Uber den Sommer, erhdhten sich die kristallinen Ablagerungen auf der Oberflache.
Abb. 36 zeigt ein EDX-Spektrum von Kristallen der Blattoberflache eines élteren Blattes. Sie
enthielten u. a. Al, Si, P, Ca, Cu, Fe und Zn in unterschiedlichen Konzentrationen. Der Peak
fur Ti kommt durch die Ti-Gitter zustande, auf die die Proben aufgebracht werden.
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Abb. 36. EDX-Spektrum eines Kristalls der Blattoberflache wamtinalis antipyretica.

Im Cytoplasma unbelasteter Proben konnten u. a. Al, Si, P, S, Cl, Ca, Fe, Cu und Zn
gemessen werden (Abb. 37 A), wahrend Vakuolen u. a. Mg, Si, P, Cl, K, Ca und Zn
enthielten (Abb. 37 B). In Abhangigkeit von den durch den 100 nm grof3en Spot analysierten
Stellen des Niederschlages konnten in der Vakuole auch Cu und S gemessen werden.
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Abb. 37.EDX-Spektren von Niederschlagen in Zellen \amtinalis antipyretica
A CytoplasmaB Vakuole.

Stelle des Niederschlages konnte auch in der Vakuole S gefunden werden.

Die Zugabe von Cd(ll) fuhrte zu einer Aufnahme der Schwermetallionen ins Zellinnere; in
den Kontrollen wurde das Schwermetall nicht gefunden (Abb. 37, 38). Pilze und Bakterien
auf der Oberflache der Blatter enthielten kein Cd(ll). Cd(ll) konnte im Cytoplasma und in
vakuolaren Niederschlagen nachgewiesen werden (Abb. 38, A und B). Wahrend der

Belastung mit Cd(ll) stieg der S-Gehalt im Cytoplasma an. Abh&ngig von der vermessenen
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Abb. 38. EDX-Spektren von Niederschlagen in Zellen vBantinalis antipyreticanach
Exposition mit 100 uM Cd(I)A CytoplasmaB Vakuole.

EEL-Spektren von Niederschlagen im Cytoplasma zeigten ein Chelatierung des Cd(ll) durch
SH-Gruppen von Thiolpeptiden (Abb. 39 A). Standard-Spektren von GSH/Cd(ll)-Komplexen
stimmten mit den Spektren des Cytoplasmas Cd(ll)-belasteter BlatterFgatinalis

antipyreticalberein. Eine kovalente Bindung von S zeigte vollstandig differente Spektren der
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S-L, sKante (nicht dargestellt). In den Vakuolen konnten neben den Schwermetallen grof3e
Mengen an P gemessen werden. Zur Identifizierung des Bindungszustandes von P wurde die
O-K-Kante gewéhlt, wobei Spektren eines Phosphates und der vakuolaren Niederschlage eine
hohe Ubereinstimmung zeigten. Auch quantenchemische Kalkulationen (DFT = Dichte-
Funktions-Theorie) bestétigten die experimentell ermittelten Spektren und unterstitzten die
Schlussfolgerung, dass Cd(ll) in den Vakuolen als anorganisches Phosphat abgelagert wird
(Abb. 39 B). Eine Speicherung als Polyphosphat konnte aufgrund unterschiedlicher EEL-

Spektren ausgeschlossen werden.

A B
Cytoplasma
Vakuole
DFT
A Phosphat
GSH/Cd-Standard DFT
Polyphosphat
1 J j '
150 170 ev 510 530 550 eV

Abb. 39. EEL-Spektren von Niederschlagen in Zellen vBantinalis antipyreticanach
Exposition mit 100 uM Cd(ll) im Vergleich mit Spektren von Standardkomplexen bzw.
guantenchemischen Kalkulationen der Komplefe. Cytoplasma,B Vakuole. (DFT -
Dichte-Funktions-Theorie)

3. 4. 2 Einfluss von Organika auf die Kompartimentierung von Cd(ll)

Um den Einfluss von Organika auf die Kompartimentierung von Cd(ll) in den Zellen von
Fontinalis antipyretica zu untersuchen, wurden elektronenmikroskopische Messungen
entsprechend Kap. 2. 3. 5 und 2. 4. 4 durchgefiihrt. Abb. 40 zeigt ein EDX-Spektrum der
Vakuole nach Belastung mit 100 uM CDNB und 100 uM Cd(ll). Es erfolgte ein Transport
von Cd(ll) in die Vakuole, was durch Messungen von verschiedenen Niederschlagen
statistisch abgesichert wurde. Auch bei Exposition mit 100 pM NEM und 100 pM Cd(ll)
wurde Cd(ll) in der Vakuole abgelagert (nicht dargestellt). Eine quantitative Bestimmung des
Cd(Il) in der Vakuole zum Vergleich mit einer nur mit Cd(ll)-belasteten Probe (Kap. 3. 4. 1)

69



Ergebnisse

war mittels der Elektronenmikroskopie bei diesen Versuchen nicht mdglich, da zum einen die
Schnittdicken der Proben nicht exakt Ubereinstimmten. Zum anderen wurden einige
Gerateparameter, die fur eine quantitative Auswertung wichtig sind, nicht bestimmt, so dass

die Spektren nur qualitativ ausgewertet werden konnten.
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Abb. 40. EDX-Spektrum eines Niederschlages der Vakuole Fomtinalis antipyreticanach
Exposition mit 2100 uM CDNB und 100 puM Cd(ll).

3. 5°N-Tracer-Studien mit Fontinalis antipyretica  unter
Schwermetallbelastung

Zur Untersuchung eines mdglichen Einflusses von Schwermetallen auf den Einbau von
Stickstoff in Aminoséuren und Proteine vBontinalis antipyreticawurden Tracer-Studien

mit K®NOj3 (95 at.-%) durchgefiihrt (Kap. 2. 3. 6 und 2. 4. 5).

In Abb. 41 ist der Zeitverlauf des Einbaus der Tracer-Verbindung in die Aminosaure (NPN-) -
und Protein (PN-) —Fraktion nach Belastung mit Cd(ll) tber 10 Tage dargestellt.

Die ™N-Haufigkeit in frischem Moos lag bei 0,37 at.-% und entsprach den in der Natur
vorkommenden Werten. Durch den Einsatz vaPNQOs (95 at.-%) als Stickstoffquelle fiir die
Pflanzen konnte der Verlauf von Stickstoffeinbau in Aminosduren und Proteine verfolgt
werden (Abb. 41 A). Nach der Aufnahme des Né&hrstoffes erfolgte seine Inkorporation in die
Aminosauren (NPN-Fraktion), die Haufigkeit &N betrug nach 10 Tagen 1,13 at.-% exc..
Die ®N-Haufigkeit in der Protein-Fraktion stieg langsamer an, erreichte aber nach 5-10 Tagen
den Wert der NPN-Fraktion.

Bei Belastung mit 25 uM Cd(ll) wurde signifikant wenidaX in die NPN- und PN-Fraktion
eingebaut (Abb. 41 B). Nach 10 Tagen lag'di-Haufigkeit der Aminoséuren bei 0,28 at.-%
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exc., die der Proteine bei 0,19 at.-% exc.. Das waren 35 % bzw. 29 % der entsprechenden
Kontrolle (nicht dargestellt, Rohdaten siehe Anhang A, Tab. 10).'INeHaufigkeit der
Proteine lag zudem Uuber den gesamten Versuchszeitraum signifikant unter dem der
Aminosauren. Mit steigender Cd(ll)-Konzentration sank die Inkorporation des Tracers in
diese beiden Fraktionen weiter ab, bei Belastung mit 50 uM Cd(ll) betrdg\di¢aufigkeit

nach 10 Tagen 14 % der Kontrolle (NPN und PN) (nicht dargestellt, Rohdaten siehe
Anhang A, Tab. 10).

Bei Exposition mit 200 pM Cd(ll) (Abb. 41 C) wurde noch wenig&rin Aminosauren und
Proteine eingebaut. Nach 10 Tagen wurden in der NPN-Fraktion der belasteten Proben nur
noch ca. 6 %, in der PN-Fraktion ca. 3 % G8rHaufigkeit der Kontrolle gemessen.

Somit ist bei Belastung mit Cd(ll) diéN-Inkorporation in die PN-Fraktion deutlich starker

gehemmt als der Einbau des Tracers in die NPN-Fraktion.
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Abb. 41. Inkorporation von*>N in Aminos&uren und Proteine vdfontinalis antipyretica
nach Belastung mit Cd(ll) (n=3\ Kontrolle,B 25 uM Cd(ll),C 200 puM Cd(ll).
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Abb. 42 zeigt den Einbau des Tracers in das Moos nach fiinftagiger Exposition mit Cd(ll)
verschiedener Konzentration. Im Gegensatz zur Kontrolle walPi¢laufigkeit der NPN-

und PN-Fraktion bei allen belasteten Proben deutlich geringer, wobei eine
konzentrationsabhéngige Abnahme der Inkorporatiort¥#em beide Fraktionen zu erkennen
war. Ab einer Konzentration von 50 uM Cd(Il) wurde weiterhin signifikant werlijérin

die Proteine eingebaut, diéN-Haufigkeit der NPN-Fraktion war héher. Auch hier war ab
einer Cd(ll)-Konzentration von 100 uM eine stérkere Inhibierung“emkorporation in die

PN-Fraktion verglichen mit der NPN-Fraktion zu erkennen.

12 -
1,0 -
08
06 -
04
02

BN [at.- % exc.]

0,0 -
Kontrolle 25uMCd(l) 50 uMCd(l) 100 uM Cd(ll) 400 puM Cd(ll

B NPN-Fraktion m PN-Fraktion

Abb. 42. **N-Haufigkeit in Aminoséuren und Proteinen vBontinalis antipyreticanach
funftagiger Belastung mit Cd(ll) verschiedener Konzentration (n=5).

Abb. 43 zeigt die Haufigkeit vofrN in NPN- und PN-Fraktion bei Belastung mit Pb(ll) und
Zn(ll).
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Abb. 43. Einbau von®N in NPN- und PN-Fraktion vorFontinalis antipyreticanach
funftagiger Belastung mit Zn(Il) und Pb(ll) (n=5).
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Auch bei diesen Schwermetallen wurde deutlich wenighr in die beiden Fraktionen
eingebaut, wobei eine Konzentrationsabhangigkeit erkennbar war. Analog zur Cd(ll)-
Exposition war bei beiden Schwermetallen die Inhibierung ‘ddsEinbaus in die PN-
Fraktion groRer. Die Hemmung dEN-Inkorporation war bei Zn(ll) am geringsten, gefolgt
von Pb(ll) und Cd(ll). Nach 5tagiger Belastung mit 100 uM des Schwermetalls latNdie
Haufigkeit bei Cd(Il) in der NPN-Fraktion bei 0,21 at.-% exc., in der PN-Fraktion bei
0,15 at.-% exc., bei Pb(ll) bei 0,70 at.-% exc. (NPN) bzw. 0,51 at.-% exc. (PN), bei Zn(ll) bei
0,79 at.-% exc. (NPN) bzw. 0,63 at.-% exc.(PN). In der Kontrolle waren zum selben
Zeitpunkt in der NPN-Fraktion 1,0 at.-% exc. und in der PN-Fraktion 0,88 at.-% exc. zu

finden.

3. 6 Einfluss von Organika auf Thiolgehalt, Cd(ll)-Akkumulation und
Vitalitdt von Fontinalis antipyretica

Um den Einfluss von Organika auf den Thiolgehalt, die Cd(ll)-Akkumulation und die
Vitalitdt von Fontinalis antipyreticazu untersuchen, wurden Versuche mit CDNB, NEM und
Metolachlor entsprechend Kap. 2. 4. 6 durchgefihrt.

Die Experimente zur Bestimmung von GSH und Cd(ll)-Akkumulation wurden als
Vorversuche durchgefiihrt, um Unterschiede zwischen den einzelnen Reihen zu messen und
die optimalen Versuchsbedingungen fir die analytische Elektronenmikroskopie und die
Vitalitdtsanalysen zu finden. Deshalb wurden keine relativen Standardabweichungen
bestimmt. Da die Vorgehensweise im Versuch der der Akkumulationsversuche und
Thiolbestimmungen entspricht, kann man davon ausgehen, dass die relativen
Standardabweichungen den Werten in Anhang B und in Kap. 3. 1. 1 ahnlich sind. Aufgrund
deutlicher Tendenzen im Thiolgehalt bei unterschiedlicher Belastung mit Organika, werden
die Ergebnisse im folgenden dargestellt.

Die Bestimmung von GSH erfolgte nach Zugabe der jeweiligen organischen Substanz (O h a).
Nach 3 Tagen wurde Cd(ll) zugegeben und der GSH-Gehalt Gber weitere 3 Tage gemessen
(Oh b, 1d, 2d, 3d). Die Messung der Cd(ll)-Akkumulation begann erst nach Zugabe des
Cd(l) (0 h b, 1d, 2d, 3d). Die Bezeichnung CDNB1 und 2 bzw. NEM 1 und 2 ist in
Kap. 2. 4. 6 naher erlautert. Bei den Proben CDNB 1 und NEM 1 wurde das Medium nach
dreitdgiger Exposition mit den organischen Substanzen vor der Cd(ll)-Zugabe erneuert, so
dass im folgenden Verlauf nur noch Cd(Il) im Medium vorhanden war. Wurde das Medium

vor der Exposition mit Cd(ll) nicht ausgetauscht, erfolgte die Bezeichnung CDNB 2 und
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NEM 2. CDNB/NEM und Cd(ll) befanden sich wahrend des gesamten Versuches im

Medium.

Abb. 44 zeigt die extrazellulare Biosorption und die intrazellulare Anreicherung von Cd(ll)
nach Belastung mit 100 uM CDNB bzw. NEM und Zugabe von 100 uM Cd(ll). Im Vergleich
zu der nur mit 100 pM Cd(ll) belasteten Probe lag die Adsorption von Cd(ll) bei
gleichzeitiger Exposition mit 100 puM Organika bei ahnlichen Werten (Abb. 44 A). Sie war
bei den Proben mit organischen Substanzen unabhangig davon, ob das Medium vor der
Zugabe von Cd(ll) erneuert wurde (CDNB 1 und NEM 1) oder nicht (CDNB 2 und NEM 2).
Es kam zu einer schnellen Biosorption nach kurzem Schutteln der Kolben (Zeitpunkt O h b)
von 18 % (CDNB 1) bis 23 % (NEM 2) des insgesamt wiedergefundenen Cd(ll). Dieser Wert
stieg bis auf 45 % (Cd(ll)) — 52 % (CDNB 1) nach einem Tag. Diese Fraktion blieb bis zum
Versuchsende nach 3 Tagen bei allen Reihen relativ konstant. Auch die intrazelluléare
Anreicherung von Cd(ll) war bei allen Reihen vergleichbar (Abb. 44 B) und nicht abhangig
davon, ob die organische Substanz weiterhin im Nahrmedium verblieb. Nach 3 Tagen waren
zwischen 29 % (CDNB 2) und 34 % (NEM 1) des gesamt wiedergefundenen Cd(ll) ins
Zellinnere aufgenommen.

Die Akkumulation von Cd(Il) bei gleichzeitiger Exposition mit Metolachlor wurde in einem
anderen Versuch durchgefuhrt. Im Vergleich mit der nur mit Cd(ll) belasteten Probe waren
auch hier vergleichbare Werte von Biosorption und Aufnahme von Cd(Il) zu messen (nicht
dargestellt, Rohdaten siehe Anhang A, Tab. 11).
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Abb. 44. Cd(ll)-Akkumulation vonFontinalis antipyreticanach Belastung mit Organika und
Cd(ll) (je 100 uM).A extrazellulares Cd(IB intrazellulares Cd(ll).

In Abb. 45 ist der GSH-Gehalt der Versuchsreihen dargestellt. Der Zeitpunkt O h b zeigt den
GSH-Spiegel in den Zellen nach 3tagiger Belastung mit den organischen Substanzen. Der
Gehalt der Kontrolle sank leicht ab von 0,35 auf 0,21 pmol/g FM. Die Organika bewirkten
eine deutliche Verringerung des GSH-Gehaltes auf ca. 1/8 bis 1/16 der Kontrolle (0,013 —
0,026 umol/g FM). Der GSH-Gehalt der Kontrolle schwankte im weiteren Versuchsverlauf
um Werte zwischen 0,18 und 0,16 pmol/g FM. Nach Zugabe von Cd(ll) (0 h b) stieg der
GSH-Gehalt der Cd(ll)-Probe im Vergleich zur Kontrolle innerhalb eines Tages auf das
1,8fache (0,32 pmol/g FM) und erhdhte sich weiter bis zum Versuchsende auf das ca. 3fache
(0,46 umol/g FM). Dies entsprach dem von Bruns et al. (2000) beschriebenen Verhalten des
Mooses nach Cd(ll)-Belastung. Bei gleichzeitiger Exposition mit CDNB (2) sank der GSH-
Spiegel bis zum 3. Tag auf 0,01 umol/g FM ab (1/46 der Cd(ll)-Probe), wahrend er nach
Erneuern des Mediums (CDNB 1) wieder auf 0,041 pmol/g FM anstieg — 1/11 der Cd(ll)-
Probe. Bei gleichzeitiger Belastung mit NEM (2) stieg der GSH-Gehalt nach einem Tag
wieder an (0,044 umol/g FM) und erreichte am 3. Tag mit 0,18 umol/g FM ca. 1/3 der Cd(ll)-
Probe. Ahnlich verhielt sich der GSH-Spiegel nach Erneuern des Mediums vor der Cd(ll)-
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Zugabe (NEM 1). Der GSH-Gehalt stieg auf 0,11 umol/g FM (1/3 der Cd(ll)-Probe) am 2.
Tag, sank dann jedoch leicht ab - auf 0,067 umol/g FM (1/7 der Cd(ll)-Probe). Der GSH-
Gehalt bei Belastung mit Metolachlor wurde nur zum Versuchsende gemessen. Bei

gleichzeitiger Exposition mit Metolachlor und Cd(ll) (Metola 2) stieg der GSH-Gehalt auf
0,33 umol/g FM. Wurde das Medium vor der Cd(ll)-Zugabe erneuert (Metola 1), erhdhte sich
der GSH-Spiegel auf 0,74 pmol/g FM. Das entsprach dem 1,6fachen der Cd(ll)-Probe.
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GSH [pumol/g FM]
o
N
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Oha Ohb 1d 2d 3d
Zeit
m Kontrolle m Cd(ll) O CDNB 1 + Cd(ll) m CDNB 2 + Cd(ll)

ONEM1+Cd(l) ONEM2+Cd(ll) @O Metolal+ Cd(ll) O Metola 2 + Cd(ll)

Abb. 45. GSH-Gehalt vorrontinalis antipyreticanach Belastung mit Organika und Cd(ll) (je
100 pM).

Die Bestimmung der Vitalitat erfolgte in einem ersten Versuch nach 3tagiger Belastung mit
50 uM CDNB bzw. NEM und folgender Zugabe von 100 uM Cd(ll) (Kap. 2. 3. 3 und 2. 4. 6).
Die organischen Substanzen verblieben nach der Cd(ll)-Zugabe im Nahrmedium. Abb. 46
zeigt den Verlauf der Vitalitat unter diesen Bedingungen. Messpunkt 3 d/O d stellt die
Vitalitéat nach 3tagiger Exposition mit CDNB/NEM vor Cd(Il)-Zugabe dar.

100 uM Cd(ll) bewirkte eine Schadigung des Photosystemes Il des Mooses, wie in Kap. 3. 2
beschrieben. Nach einem Tag lag die Vitalitat bei 46 % der Kontrolle, zum Versuchsende
(8 Tage) betrug sie 36 %. Bei Exposition mit 50 uM NEM kam es innerhalb von 3 Tagen zu
einem Vitalitatsverlust bis auf 45 % (3/0 d). Dieser Wert stieg vom 2. Tag (43 %) wieder bis
auf 72 % der Kontrolle am 8. Tag an. Bei gleichzeitiger Belastung mit Cd(ll) stieg die
Vitalitdt bis zum ersten Tag signifikant an, von 35 % auf 42 % der Kontrolle, sank dann
jedoch stark ab, bis auf 16 % der Kontrolle am 8. Tag. Bei Belastung mit 50 uM CDNB kam
es innerhalb von 3 Tagen zu einer Abnahme der Vitalitat bis auf 18 % (3/0 d). Sie sank weiter
bis auf minimale 1 % am 5. Tag. Am 7. und 8. Tag lag sie bei 0 % der Kontrolle. Bei

gleichzeitiger Belastung mit 100 uM Cd(Il) wurden ahnliche Werte gemessen, signifikante
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Unterschied wurden nicht festgestellt. Nach 5 Tagen lag die Vitalitdt nur noch bei 1 %,

danach konnte keine Vitalitat mehr gemessen werden.
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Abb. 46. Vitalitdit von Fontinalis antipyretica nach 3tagiger Belastung mit 50 puM
CDNB/NEM und folgender Zugabe von 100 uM Cd(ll) (n = 5).

Aufgrund der starken Schadigungen des Mooses durch Cd(ll) und die Organika wurde
Pflanzenmaterial in einem zweiten Versuch erst einen Tag mit 10 uM CDNB bzw. NEM und
25 bzw. 50 puM Metolachlor kultiviert. Dann erfolgte die Zugabe von 50 pM Cd(ll)
(Kap. 2. 3.3 und 2. 4. 6) — Messpunkt 1 d/O d. Durch die Belastung mit Cd(ll) sank die
Vitalitat signifikant auf 87 % der Kontrolle (2. Tag) bzw. 72 % zum Versuchsende (Abb. 47
und 48) ab.

Bei Belastung mit NEM (Abb. 47) kam es innerhalb eines Tages zu einer signifikanten
Abnahme der Vitalitat auf ca. 64 % der Kontrolle (1/0 d). Sie stieg ab dem 1. Tag wieder
signifikant an und erreichte am 1. Tag 90 %, am 5. Tag 100 % der Kontrolle. Auch nach
Cd(I-Zugabe erfolgte ein signifikanter Wiederanstieg der Vitalitat, jedoch erst ab dem
2. Tag (65 %) nach Cd(ll)-Zugabe. 100 % wurden nicht erreicht, zum Versuchsende lag die
Vitalitat bei 75 % der Kontrolle.

Bei Exposition mit 10 uM CDNB (Abb. 48) kam es innerhalb von einem Tag zu einem
Vitalitatsverlust auf ca. 71 % der Kontrolle (1/0 d). Auch bei diesem Versuch stieg die
Vitalitat wieder an und erreichte am 2. Tag 90 % der Kontrolle. 100 % der Kontrolle wurden
am 10. Tag gemessen. Nach Zugabe von 50 puM Cd(ll) war ein Anstieg der Vitalitat zu
erkennen. Er war jedoch nicht so grof3 wie bei den Proben, die nur mit CDNB belastet waren.
Am 2. Tag waren 89 % der Kontrolle erreicht, dieser Wert blieb bis zum Versuchsende relativ

konstant. 100 % Vitalitat wurden nicht erreicht.
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Abb. 47.Vitalitdt von Fontinalis antipyreticanach eintéagiger Belastung mit 10 uM NEM und
folgender Zugabe von 50 uM Cd(ll) (n = 5).
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Abb. 48. Vitalitdt von Fontinalis antipyreticanach eintdgiger Belastung mit 10 uM CDNB

und folgender Zugabe von 50 uM Cd(ll) (n = 5).

25 bzw. 50 uM Metolachlor hatten keinen Einfluss auf die Vitalitdt des Mooses (nicht
dargestellt, Rohdaten siehe Anhang A, Tab. 12). Bei gleichzeitiger Belastung mit Cd(ll) kam
es zu einer Abnahme dieses Parameters. Die Werte entsprachen ungefdhr denen, die bei
diesem Versuch bei der Cd(ll)-Probe gemessen wurden. Am 2. Tag nach Zugabe von Cd(ll)
lag die Vitalitat bei 86 % (25 uM Metolachlor + Cdll)) bzw. bei 91 % (50 uM Metolachlor +
Cd(Il)). Bei der Cd(Il)-Probe waren es 87 %. Zum Versuchsende wurden 64 % bzw. 70 %
(25 UM bzw. 50 uM Metolachlor + Cd(ll)) gemessen, bei der Cd(ll)-Probe waren es 72 %.
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4 Diskussion

4. 1 Schwermetallakkumulation durchFontinalis antipyretica

4. 1. 1 Akkumulation von Cd(ll), Zn(Il) und Pb(ll) durch Fontinalis antipyretica

In der vorliegenden Arbeit wurde die Akkumulation der Schwermetalle Cd(ll), Zn(ll) und
Pb(ll) untersucht, wobei das Wassermdesntinalis antipyreticamit unterschiedlichen
Konzentrationen exponiert und die Adsorption an die Blattoberflache und die Aufnahme in
die Zellen bestimmt wurden (Kap. 3. 1).

Bei allen Schwermetallen kam es, unabhéngig von der zugegeben Konzentration an
Schwermetall, zu einer schnellen extrazellularen Biosorption an die Blattoberflache in den
ersten Minuten (Abb. 11-13, 16-19). Ahnliche Befunde erhielten Al-Asheh und Duvnjak
(1997), die die Adsorption von Cu(ll), Zn(ll), Cd(ll), @t} bzw. Ni(ll) an die Oberflache

eines Moosgemisches aus 7 Arten von terrestrischen Moosen eines sehr humiden Standortes
(Kanada, Quebec) untersuchten. Wells und Brown (1987) stellten fest, dass bei der
Adsorption von Cd(ll) beim MoosRhytidiadelphus squarrosusach 30 Minuten ein
Gleichgewicht zwischen dem Cd(ll)-Gehalt der Lésung und der Moosoberflache erreicht
wurde.

Vergleicht man extra- und intrazellularen Anteil bei Belastungramtinalis antipyreticanit

Cd(ll) und Zn(ll) (Kap. 3. 1.1, Abb. 11, 12 und Kap. 3. 1. 2, Abb. 16, 17), stellt man fest,
dass eine relativ groRe Menge des ins Medium gegebenen Metalls biosorbiert wird. Die
Adsorption der positiv geladenen Schwermetallionen kann bei verschiedenen Moosarten an
negativ geladene Gruppen von polymeren Molekilen der Zellwand erfolgen. Diese Polymere
wirken wie schwache Kationenaustauscher (Greger, 1999). So wird fir Wassermoose eine
Wechselwirkung mit der Polygalacturonsaure diskutiert (Brown, 1982). Sie besitzt ein
Polysaccharid-Ruckgrat mit freien Carboxylgruppen, welche im deprotonierten Zustand
Bindestellen fur Schwermetalle darstellen (Buffle, 1988). Vazques et al. (1999) folgerten aus
ahnlichen Ergebnissen von Studien zur Schwermetall-Akkumulation der Mawogaalis
antipyretica, Fissidens polyphyllusnd Scapaniaundulatg dass Bryophyten eine grol3e
Anzahl von Kationen-Bindungsstellen auf der Oberflache besitzen, was eine Anpassung an
das wassrige Milieu darstellt, in dem die Konzentration an Schwermetallen extrem hoch sein
kann (Forstner und Wittmann, 1979). Extrazellular gebundene Schwermetalle dirften einen
geringeren Einfluss auf den pflanzlichen Metabolismus haben als aufgenommene Ilonen.
Vazquez et al. (1999) fuhrten die Versuche zur Schwermetall-Akkumulation jedoch nur Gber

einen Zeitraum von 60 Minuten durch. Da die intrazellulare Aufnahme viel langsamer
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verlauft als die Biosorption, ist der Anteil von Schwermetallen in den Zellen nach dieser Zeit
entsprechend gering.

Im Gegensatz zu diesen Aussagen wurde bei den Experimenten in der vorliegenden Arbeit im
Versuchsverlauf von 10 Tagen bei Cd(ll) und Zn(ll) eine kontinuierliche Aufnahme des
Schwermetalls gemessen. Weiterhin wurde bei beiden Schwermetallen in einem
Konzentrationsbereich zwischen 25 und 500 pM eine Abnahme der extrazellularen
Schwermetall-Fraktion gefunden (Abb. 11-13, 16, 17). Sie war fur Cd(ll) deutlicher
ausgepragt als fur Zn(ll). Da die Konzentration des Schwermetalls im Medium trotz dieser
Abnahme nicht wieder anstieg, teilweise sogar geringer wurde, ist auf eine Depotfunktion der
Moosoberflache fur diese beiden Elemente zu schliel3en, von der aus die Aufnahme ins
Zellinnere erfolgen kdnnte. Dies wirde bedeuten, dass an die Oberflache gebundene Metalle
durchaus mobil sind und nach Aufnahme in die Mooszellen toxische Wirkungen zeigen
kénnen. Eine mogliche Depotfunktion der Moosoberflache fir lonen kdnnte auch eine Rolle
bei der Versorgung der Pflanzen mit essentiellen Elementen spielen. Eine weitere Bestatigung
dieser Hypothese wurde durch das Absetzen der Cd(ll)-Belastung erbracht, die unter
Kap. 4. 1. 2 néher diskutiert wird.

Anders als Cd(ll) und Zn(Il) zeigte sich das Akkumulationsverhalten von Pb(Il). Zwar kam es
auch bei 100 pM und 500 pM PDb(ll) innerhalb der ersten 10 Minuten zu einer schnellen
Biosorption einer relativ groBen Menge des wiedergefundenen Schwermetalls (60-70 %,
Kap. 3. 1. 3, Abb. 18, 19 B, C/E), jedoch wurde gleichzeitig eine entsprechend hohe Menge
aufgenommen (ca. 40 %). Bei Belastung mit 25 uM wurde sogar weniger biosorbiert
(ca. 30 %) als intrazellular angereichert (60 %) (Abb. 19 A/D). Der intrazellulare Anteil blieb
dann bei allen Pb(ll)-Konzentrationen tber den gesamten Versuchszeitraum relativ konstant,
der extrazellulare Anteil nahm wieder etwas ab, einhergehend mit einer Erhéhung des Pb(ll)-
Gehaltes im Medium. Daraus kann man folgern, dass trotz der schnellen Aufnahme einer
bestimmten Menge von Pb(ll), die extrazellulare Fraktion relativ immobil ist und nicht ins
Innere transportiert wird. Wells und Brown (1987) zeigten, dass extrazellulares Cd(ll) bei
Rhytidiadelphus squarrosuwturch eine Pb(Il)-Lésung abgeldst werden kann. Dieser Befund
weist auf die hohere Affinitat von Pb(ll) zu den Kationen-Bindungsstellen der Zellwand hin.

Je grol3er die Konzentration des Schwermetalls im Nahrmedium war, desto héher war auch
der extrazellulare Anteil (Abb. 13, 17, 19). Man kann somit bei der Biosorption von
Schwermetallen durcRontinalis antipyreticavon einem konzentrationsabhéngigen Prozess
ausgehen. Ahnliche Befunde findet man bei anderen Studien zur Akkumulation von
Schwermetallen durch aquatische und terrestrische Moose (Al-Asheh und Duvnjak, 1997;

Vazquez et al.,, 1999), aber auch bei der Untersuchung der Schwermetalladsorption durch
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andere Biosorbentien, wie Teeblatter (Singh et al. 1993) oder Buchenblatter (Salim et al.,
1992).

Unterschiede zwischen den Metallen bestanden jedoch in der H6he der adsorbierten Mengen.
Vergleicht man den extrazellularen Gehalt bei Belastung mit 100 uM des jeweiligen
Schwermetalls (Abb. 11 B, 16, 18), findet man in den ersten Stunden bei Cd(ll) eine
Adsorption relativ grof3er Mengen, wobei maximal 7,4 pmol/g FM nach 4 Stunden gemessen
wurden. Der Maximalwert der Adsorption bei Zn(ll) war mit 4,6 pmol/g FM nach 4 Stunden
und bei Pb(Il) mit 3,8 umol/g FM nach 20 Minuten deutlich geringer. Jedoch muss beachtet
werden, dass die Wiederfindung von Pb(Il) zu diesem Zeitpunkt bei nur 65 % lag, die
Wiederfindung von Cd(ll) und Zn(ll) dagegen bei 122 % bzw. 83 %. Der biosorbierte Anteil
ist aber abhangig von der Konzentration des Metalls im Medium. Rechnet man nun die
extrazellularen Werte auf 100 % Wiederfindung, d. h. auf genau 100 uM des jeweiligen
Schwermetalls um, erhalt man nachstehende extrazellulare Anteile: Cd(ll) — 6,1 umol/g FM,
Pb(ll) - 5,9 umol/g FM, Zn(ll) - 5,6 umol/g FM. Die Reihenfolge der Biosorptions-Kapazitat
bei Belastung mit 100 uM des jeweiligen Schwermetalls I&sst sich damit wie folgt festlegen:
Cd(ll)y > Pb(Il) > zZn(ll). Beachtet man die Standardabweichungen der Versuche, die beim
extrazellularen Anteil bis zu 18 % betrugen, darf man diese relativ geringen Unterschiede
aber nicht Uberbewerten. So konnte lediglich fur die Werte von Cd(ll) und Zn(ll) ein
signifikanter Unterschied festgestellt werden. Der Vergleich von Cd(Il)/Pb(ll) bzw.
Pb(Il)/zn(ll) ergab keine signifikante Differenz. Stellt man weiterhin die Mengen jeweils
eines Zeitpunktes gegenuber und rechnet man diese auf 100 % Wiederfindung hoch, so kann
man erkennen, dass in den ersten 30 Minuten Pb(ll) > Cd(ll) > Zn(ll) gilt, was flr eine sehr
schnelle Biosorption von Pb(ll) spricht. Nach 4 Stunden findet man Cd(ll) > Zn(ll) > Pb(ll).
Diese Reihenfolge &nderte sich aufgrund der unterschiedlichen Schwankungen des
extrazellularen Anteiles Uber 10 Tage immer wieder. Bei Exposition mit 25 pM des
Schwermetalls findet man, bei Umrechnung auf 100 % Wiederfindung, die geringste
Adsorptionskapazitat fur Pb(ll) (Abb. 13 A/D, 17 A/D, 19 A/D). Aufgrund der schnellen und
extrem hohen Aufnahme von Pb(ll) ins Zellinnere wurde hier nur sehr wenig adsorbiert - 20-
30 % des insgesamt wiedergefundenen Pb(ll), i. e. nach Umrechnung auf 100 %
Wiederfindung ca. 0,5 — 0,7 pumol/g FM. Die extrazellularen Gehalte von Cd(Il) bzw. Zn(ll)
waren mit 51 — 80 % bzw. 47 — 68 % deutlich hoéher. Die zugehdrigen Absolutwerte lagen
nach Umrechnung auf 100 % bei 1,3 — 2,0 umol Cd(Il)/g FM bzw. 1,2 — 1,6 umol Zn(ll)/g
FM. Sie sind sich relativ ahnlich, so dass fuir geringere Konzentrationen gilt: £ag(jl) >

Pb(ll). Breuer und Melzer (1990) untersuchten die Kationenaustausch-Kapazitat dreier Arten

von SphagnaceaeNach Exposition mit jeweils 10 uM Schwermetall-L6sung erhielten sie
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eine hohere Akkumulationskapazitat fur Pb(ll) als fir Cd(ll). Beachtet werden muss jedoch
die vollig unterschiedliche Probenbehandlung durch die Autoren, auf die die Differenzen im
Vergleich mitFontinalis antipyreticazurtickgefuihrt werden missen. Wahrend in der zitierten
Arbeit die Versuche mit getrocknetem Moos durchgefihrt wurden und nur eine
Summenabschatzung der Kationenaustausch-Kapazitat der drei Arten gemessen werden
konnte, wurden in der vorliegenden Arbeit extra- und intrazellularer Anteil in Frischmaterial
separat untersucht. Hinzu kommt mdglicherweise eine unterschiedliche Zusammensetzung
der Zellwand in Bezug auf kationenbindende Gruppen auf der Moosoberflache, die das
unterschiedliche Adsorptionsvermégen hervorrufen kénnte.

Bei Belastung mit 500 uM fanden wir fur Pb(ll) die grof3te Kapazitat zur Schwermetall-
Adsorption: Pb(ll) > Cd(ll) > Zn(ll), wobei der Unterschied von Pb(ll) zu den anderen
Schwermetallen bis zu 4 Stunden relativ grof3 war. So wurden bei Pb(Il) maximal 71 % des
wiedergefundenen Pb(ll) adsorbiert, bei Cd(ll) bzw. Zn(ll) waren es maximal 56 % bzw.
44 % (Abb. 13 C/F, 17 C/E, 19 C/E).

Vazquez et al. (1999) fuhrten Untersuchungen zur Biosorption und Aufnahme verschiedener
Schwermetalle mit drei Moosarteifrdntinalis antipyretica Scapania undulataFissidens
polyphyllug durch. Der ausgewahlte Konzentrationsbereich beinhaltet auch die in dieser
Arbeit untersuchten Konzentrationen, so dass Vergleiche der Biosorption Flumthalis
antipyretica moglich sind. Nach 60minutiger Exposition mit 0-200 ppm des jeweiligen
Schwermetalls fanden die Autoren fir alle Spezies folgende Reihenfolge der Biosorption:
Pb(Il) > Cd(ll) > Zn(ll). In der vorliegenden Arbeit veranderte sich die Adsorptionskapazitat
von Fontinalis antipyreticain Abh&angigkeit von der Konzentration der Schwermetalle.
Unterschiede in der Adsorptionskapazitat bei Pflanzen derselben Art, wie sie bei diesem
Vergleich festgestellt wurden, kénnen zum einen durch verschiedene Umweltparameter des
Probenahmestandortes zustande kommen. Faktoren wie Lichtintensitat, Wassertemperatur
und pH-Wert kbnnen die Zellwandzusammensetzung und somit die Anzahl von Kationen-
Bindungsstellen beeinflussen. So fanden Breuer und Melzer (1990) eine Abh&ngigkeit der
Kationenaustausch-Kapazitat voBphagnumArten von der Humiditat des Standortes.
Andererseits konnen andere Kationen, die in Abhangigkeit von der Stoffzusammensetzung
des Wassers am Standort in unterschiedlichen Konzentrationen auf der Moosoberflache
abgelagert sind, die Adsorption und die Aufnahme von Cd(ll), Pb(ll) oder Zn(ll) beeinflussen
(Wells und Brown, 1987; Gjengedal und Steinnes, 1990). Wells und Brown (1987) fanden
weiterhin einen Zusammenhang zwischen der GroRRe der Zellwand, d. h. der Anzahl der
Bindestellen und der Geschwindigkeit der Adsorption von Cd(ll) durch das Moos
Rhytidiadelphus squarrosus
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Trotz der Konzentrationsabhangigkeit der Biosorption von Schwermetallen Eontimalis
antipyretica waren Unterschiede in der HOhe der extrazellularen Fraktionen bei
unterschiedlichen Konzentrationen der Schwermetalle zu erkennen (Kap. 3. 1. 1-3). Das
konnte eine Ursache fur die Veranderung der Adsorptionskapazitat bei hoheren
Schwermetall-Konzentrationen sein.

Bei geringeren Konzentrationen (25 pM) kam es in den ersten Stunden bei Belastung von
Fontinalis antipyreticamit Cd(Il) zur Biosorption eines relativ hohen Anteils des insgesamt
wiedergefundenen Cd(ll) von 76 % (Abb. 13 A). Dieser Anteil lag bei Cd(ll)-
Konzentrationen von 100, 200 bzw. 400 uM etwas niedriger bei dhnlichen Anteilen von 55,
54, bzw. 49 % (Abb. 12 B, 13 B, C). Innerhalb von 2 Tagen glich sich der extrazellulare
Anteil bei allen Konzentrationen an und erreichte Werte zwischen 45 und 53 % des gesamt
wiedergefundenen Cd(ll). Vergleicht man die Absolutmengen, kann man feststellen, dass bei
Verdopplung der Konzentration von Cd(ll) im Medium eine doppelt so groRe Menge
adsorbiert wurde (Abb. 11 B, 13 D, E, F). Eine Sattigung der Oberflache mit Cd(Il) wird im
Konzentrationsbereich von 25 bis 400 uM Cd(ll) nicht erreicht. Die starke Abnahme des
extrazellularen Anteiles bei 25 uM Cd(ll) im Gegensatz zu héheren Konzentrationen, lasst
sich wieder mit einer moglichen Depotfunktion der Oberflache fur Cd(ll) erklaren. Durch die
Adsorption von Cd(ll) verringert sich die Konzentration von Cd(ll) im Medium bei 25 yM
starker als bei hoheren Konzentrationen, so dass die Aufnahme des Schwermetalls von der
Oberflache ins Zellinnere deutlicher wird und sich in einer starkeren Abnahme dieser Fraktion
ausdrickt.

Bei Belastung vorFontinalis antipyreticamit 25 pM Zn(ll) kam es &hnlich Cd(ll) in den
ersten 4 Stunden zur Adsorption eines relativ hohen Anteils von 68 % des insgesamt
wiedergefundenen Zn(ll) (Abb. 17 A). Bei Exposition mit 100 bzw. 500 uM Zn(Il) wurden in
den ersten 4 Stunden 56 % bzw. 44 % adsorbiert (Abb. 17 B, C), wiederum mit Cd(ll)
vergleichbare Werte. Im Gegensatz zur Belastung mit Cd(ll) war die Abnahme der
extrazellularen Fraktion im Versuchsverlauf bei Zn(ll) jedoch nicht so grof3. Nach 10 Tagen
waren noch 53 % (25 puM), 46 % (100 uM) und 37 % (500 uM) biosorbiert. Zwar sind die
Absolutmengen bei Exposition mit 500 uM Zn(ll) gréRer als bei 25 oder 100 uM, jedoch ist
hier eine gewisse Sattigung der Oberflache zu erkennen, da bei 500 uM nicht mehr das 20-
bzw. 5fache der geringeren Konzentrationen biosorbiert wird (Abb. 16, 17 D, E). So lag nach
Umrechnung auf 100 % Wiederfindung der extrazellulare Zn(ll)-Gehalt nach 10 Tagen bei
1,32 umol/g FM (25 uM), 4,56 umol/g FM (100 puM) und 18,7 umol/g FM (500 uM).
Verglichen mit 25 pM wird bei 100 uM noch das 3,5fache, bei 500 uM nur das l14fache
adsorbiert.
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Die Ursache fur einen gewissen Sattigungseffekt bei diesem essentiellen Schwermetall konnte
darin liegen, dass am naturlichen Standort Zn(ll) aus dem Wasser an die Oberflache
adsorbiert wurde, so dass Zn(ll)-Bindungsstellen besetzt sind. Bei Kontrollpflanzen, die ohne
Zn(l) inkubiert wurden, konnte jedoch mittels Flammen-AAS kein extrazellulares Zn(ll)
gemessen werden. Elektronenmikroskopische Messungen bestatigen aber das Vorhandensein
von Zn(ll) auf der Moosoberflache (Kap. 3. 4. 1, Abb. 36). Daraus lasst sich folgern, dass die
naturliche extrazellulare Zn(ll)-Konzentration sehr niedrig ist und unter der Nachweisgrenze
der AAS-Methode von ca. 0,09 umol/g FM (nach DIN 32645) liegt. Es ist anzunehmen, dass
diese geringen Mengen an Zn(ll) die Adsorption des Schwermetalls nicht nachhaltig
beeinflussenGstoettner und Fisher (1997) beschrieben bei der Verwendung von mikro- bzw.
millimolaren Konzentrationen an Schwermetallen eine Hemmung der Biosorption durch
Kationen, wie N§ K*, C&" oder Md" beim TorfmoosSphagnum papillosuniickering und

Puia (1969) zeigten die kompetetive Hemmung der Akkumulation véhu®a Zn(ll) bei
Fontinalis antipyretica So konnten auch andere Elemente die Adsorption von Zn(ll)
beeinflussen. Auch Gawurde elektronenmikroskopisch auf der Blattoberflache des Mooses
nachgewiesen (Kap. 3. 4. 1, Abb. 36). In der vorliegenden Arbeit wurden die Versuche zur
Akkumulation unter Verwendung von Knop-Nahrmedium durchgefihrt, welches lonen, wie
Ccd*, Mg® oder K enthalt. Auch diese kénnten die Zn(ll)-Adsorption beeinflussen. Da
jedoch die Kultivierungsbedingungen fur alle Versuche konstant gehalten wurden, musste der
Einfluss dieser Elemente auf die Adsorption aller untersuchten Schwermetalle gleich sein und
durfte far Differenzen im Akkumulationsvermdgen nicht verantwortlich sein.

Auch bei der Exposition mit Pb(ll) erfolgte die Biosorption konzentrationsabhangig
(Abb. 19). Aufgrund der sinkenden Wiederfindung von Pb(ll) mit steigender Konzentration
im Medium (25 pM — 89 %, 100 uM - 62 %, 500 uM — 37 %) lassen sich mit den Messwerten
nur schwer Rickschliisse auf eine mogliche Sattigung der Oberflache mit Pb(ll)-lonen ziehen.
Ohne eine Umrechnung der Werte auf 100 % erkennt man dennoch einen Unterschied zu
Cd(ll) und Zn(ll). Im Bereich zwischen 25 pM und 100 uM Pb(ll) stieg der Anteil des
extrazellularen Pb(Il) mit steigender Konzentration des Schwermetalls im Medium starker an
als bei Cd(ll) oder Zn(ll)-Exposition. Wéahrend bei Belastung mit 25 uM maximal 29 % des
gesamt wiedergefundenen Pb(ll) extrazellular zu finden war, lag dieser Anteil bei 100 uM
Pb(ll) bei 59 %. Vergleicht man die Absolutmengen wird bei 100 uM Pb(ll) im Gegensatz zu
25 uM PDb(Il) das ca. 5-7fache adsorbiert. Nach 10 Tagen und Umrechnung auf 100 %
Wiederfindung betrug der extrazellulare Pb(I)-Gehalt bei 25 uM 0,53 pmol/g FM, bei
100 uM 3,9 pumol/g FM und bei 500 uM 21,6 pmol/g FM. So wurde, verglichen mit 25 puM,
das ca. 7- bzw. 41fache adsorbiert. Bei Cd(Il) war es beim Vergleich von 25 und 100 uM das
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4fache. Bei Exposition mit 500 uM Zn(ll), bei der es zu einer gewissen Sattigung der
Oberflache kam, wurde, verglichen mit der Adsorption bei 25 uM Zn(ll) teilweise nur das
13fache biosorbiert. Vergleicht man jedoch die prozentualen Anteile und die Absolutmengen
bei Exposition mit 100 und 500 uM Pb(ll), muss man feststellen, das hier das ca. 5fache
adsorbiert wird, ahnlich wie bei Cd(ll). Die Ursache fur diese Veranderung konnte in der
schnellen intrazellularen Aufnahme von Pb(ll) liegen. Dadurch steht der Moosoberflache bei
der geringen Konzentration von 25 pM entsprechend weniger Pb(ll) zur Adsorption zur
Verfligung als es bei htéheren Konzentrationen der Fall ist. Durch diese Unterschiede in der
Hohe der Schwermetall-Adsorption zwischen Cd(Il), Zn(ll) und Pb(ll) lasst sich auch die
bereits beschriebene Verdnderung der Adsorptionskapazitat bei hoéheren Schwermetall-
Konzentrationen erklaren.

Eine Sattigung der Moosoberflache war fir Cd(ll) und Pb(ll) nicht zu beobachten, was darauf
hinweist, dass bereits am Standort biosorbiertes Zn(ll) die Adsorption von Cd(Il) und Pb(ll)
nicht beeinflusst. Ob ein lon an die auf der Oberflache vorhandenen Bindungsstellen
angelagert wird, hangt von vielen Faktoren ab. Einerseits von der Affinitat zur Akzeptor-
Gruppe, verglichen mit der anderer lonen, die in Losung oder auf der Oberflache vorkommen
(Brown, 1982). Andererseits bewirkt eine pH-Erniedrigung eine Protonierung der Carboxyl-
Gruppen der Polygalacturonséuren, was wiederum eine Dissoziation von lonen zur Folge hat.
Gstoettner und Fisher (1997) stellten fest, dass die Adsorption bei geringen Schwermetall-
Konzentrationen (10 bis 10'® M) im Gemisch mit mehreren Metallionen &hnlich der von
Lésungen mit nur einem Metall war. Bei der Verwendung héherer Konzentrationen (UM oder
mM) kann es zur Hemmung der Biosorption durch Kationen, wie Kig C&* oder Md”*
kommen. Ruhling und Tyler (1970) fanden bylocomium splendensine hohere
Sorptionsfahigkeit fur Pb(ll) verglichen mit Zn(Il). Gagnon et al. (1998) beschrieben einen
negativen Einfluss der Wasserharte (Gehalt an GpCf die Akkumulation und
Eliminierung von Cd(lIl) bei zwei aquatischen MoosEndalecarlicaundP. riparioides.

Da in der vorliegenden Arbeit mit Freilandmaterial gearbeitet wurde, waren in Abhangigkeit
von der Jahreszeit unterschiedliche Mengen an Elementen auf der Blattoberflache zu finden
(Kap. 3. 4. 1). Das konnte die Adsorption der Schwermetalle zusatzlich unterschiedlich
beeinflussen. Die Abschéatzung und der Vergleich der Adsorptionskapazitat des Mooses fur
Cd(Il), Zn(11) und Pb(ll) ist somit sehr schwierig.

Die Aufnahme von Cd(ll) und Zn(ll) ins Zellinnere erfolgte bei allen Versuchen langsamer
als die Biosorption, jedoch kontinuierlich tGber den gesamten Versuchszeitraum (Abb. 11-13,
16, 17). Im Gegensatz dazu kam es bei der Exposition mit Pb(ll) bei allen Konzentrationen zu
einer schnellen Aufnahme des Schwermetalls innerhalb von 10 Minuten (Abb. 18, 19). Dieser

85



Diskussion

Wert stieg dann nur noch leicht an und blieb Gber 10 Tage relativ unverandert. Unabhangig
von der Art des Schwermetalls stieg die intrazellulare Aufnahme mit steigender
Schwermetallkonzentration des Nahrmediums. Ahnliche Aussagen findet man bei Vazquez
et al. (1999) und Pickering und Puia (1969).

In der vorliegenden Arbeit waren nach 10 Tagen bei Belastung mit 100 pM des
Schwermetalls 3,59 umol Pb(ll)/g FM, 4,53 umol Cd(ll)/g FM bzw. 3,15 pmol Zn(ll)/g FM
intrazellular zu finden (Abb. 11 B, 16, 18). Nach Umrechung auf 100 % Wiederfindung lasst
sich fur die Aufnahmekapazitdt anhand der Ergebnisse folgende Reihenfolge festlegen:
Pb(ll) > Cd(ll) > Zn(ll). Bei Belastung mit 25 und 500 pM und Umrechnung der
Absolutwerte von Pb(ll) auf 100 % ergab sich: Pb(ll) >> Cdgl)zn(ll). So wurden
innerhalb von 3 Tagen bei Belastung mit 25 uM 1,8 umol Pb(ll)/g FM, 0,85 pumol Cd(ll)/g
FM und 0,74 umol Zn(Il)/g FM aufgenommen. Bei Exposition mit 500 uM lagen diese Werte
nach 2 Tagen bei 23,8 umol Pb(ll)/g FM, 7,8 umol Cd(ll)/g FM und 6,6 pmol Zn(ll)/g FM.

Die Ergebnisse der Biosorption und Aufnahme von Schwermetallen dtwaoktinalis
antipyreticalassen die Schlussfolgerung zu, dass das Akkumulationsverhalten von Cd(Il) und
Zn(ll) auch in bezug auf deren Mobilitat ahnlich ist, wahrend vor allem die Aufnahme von
Pb(ll) deutliche Unterschiede aufweist. Extrazellular gebundenes Pb(Il) scheint immobiler zu
sein als die beiden anderen Schwermetalle, es wird nicht deutlich ins Zellinnere
aufgenommen. Eine hohe Affinitdt von Pb(ll) zu den Bindungsstellen der Oberflache von
Moosen wird von vielen Autoren beschrieben (Ruhling und Tyler, 1970; Wells und Brown,
1987; Vazques et al., 1999).

Bei der Belastung mit Cd(Il) kommt es bereits bei geringen Konzentrationen von 25-50 pM
zu einer Erhdéhung des Glutathion-Gehaltes (Bruns, 1997). So wurde in der vorliegenden
Arbeit eine Erhéhung des GSH-Spiegels nach eintagiger Belastung mit 25 uM Cd(ll) auf das
3,5fache des Ausgangsgehaltes gemessen (nicht dargestellt). Die zugehdrige intrazellular
wirksame Cd(ll)-Konzentration betrug 0,61 pmol/g FM. Bei der Exposition mit Zn(ll) kam es
erst bei 500 uM Zn(Il) zu einem Anstieg von GSH. Er begann nach 2 Tagen und erreichte am
3. Tag mit 0,41 umol/g FM das maximal 2,3fache des Ausgangsgehaltes. Der intrazellulare
Zn(ll)-Gehalt lag zu diesem Zeitpunkt bei 9,5 pmol/g FM. Aus diesen Ergebnissen lasst sich
folgern, dass das essentielle Element Zn(ll) von den Pflanzen wahrscheinlich in gré3erem
Malie toleriert werden kann, ohne dass die Biosynthese von GSH, dem eine wichtige Rolle
bei der Entgiftung von SchwermetallenRontinalis antipyreticazugeschrieben wird, erhéht

wird.

Bei Belastung mit Pb(ll) wurde bei allen Konzentrationen eine Erhéhung des GSH-Spiegels

gemessen. Hier stieg die GSH-Konzentration auf das ca. 2fache (25 uM), 5fache (100 uM)
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bzw. 4fache (500 uM) des Ausgangsgehaltes. Die GSH-Erhéhung begann bei Belastung mit
25 uM PDb(ll) nach 2 Tagen. Beachtet werden muss, dass im Gegensatz zu Cd(ll) eine bis zu
3fache Menge an Pb(ll) aufgenommen wurde. So lag der intrazellulare Pb(Il)-Gehalt nach
2tagiger Belastung mit 25 uM bei 1,8 pumol/g FM, der von Cd(ll) bei 0,75 pmol/g FM. Das
lasst die Schlussfolgerung zu, dass die Pflanzen im Vergleich mit Pb(ll) schon bei geringeren

intrazellularen Konzentrationen an Cd(ll) mit einer Erh6hung des GSH-Pools reagieren.

4. 1. 2 Cd(I)-Akkumulation durch Fontinalis antipyreticanach Absetzen der Cd(ll)-

Belastung

Bei Belastung mit Cd(ll) kénnte die intrazellulare Aufnahme des Schwermetalls nach
Absattigen der Bindungsstellen auf der Oberflache der Moospflanze zum einen direkt aus
dem Medium, zum anderen von der Oberflache aus erfolgen. Letzterer Mechanismus wurde
eine Depotfunktion der Moosoberflache fir Schwermetalle bedeuten. Erste Untersuchungen
dazu wurden von Bruns et al. (2000b) durchgefiihrt. Hier stieg der GSH-Spiegel trotz
Entfernen des Cd(ll) aus dem Nahrmedium weiter an. Diese Reaktion deutet auf eine
fortlaufende Aufnahme von Cd(ll) ins Zellinnere hin, die in diesem Fall nur von der
Oberflache aus geschehen kann.

Fur unsere Untersuchungen wurde das Cd(ll)-haltige Medium nach 2 h gegen Cd(ll)-freies
Medium ausgetauscht. Wie in Kap. 3. 1. 1 beschrieben, war innerhalb dieses Zeitraumes das
Gleichgewicht zwischen den Cd(ll)-lonen des Mediums und der Blattoberflache eingestellt.
Vor Zugabe der Cd(ll)-freien Lésung wurde das Moos mit 100 mL bidestilliertem Wasser
gewaschen, um sicherzugehen, dass nur an die Oberflache sorbierte lonen zur Aufnahme
beitragen. Innerhalb der ersten 3 h nach dem Austausch des Mediums kam es dennoch zu
einer Abgabe von Cd(ll)-lonen ins Medium. Im Laufe des Versuches nahmen der Anteil von
Cd(Il) im Medium, aber auch der extrazellulare Cd(ll)-Gehalt der Oberflache ab, wéhrend die
intrazellulare Cd(Il)-Fraktion kontinuierlich anstieg (Abb. 23). Dies spricht fir eine
Depotfunktion der Oberflache voRontinalis antipyreticafur Cd(ll), von der aus der
Transport des Schwermetalls ins Zellinnere erfolgen kann.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass den Kationen-Bindestellen der Moosoberflache, z. B.
den Polygalacturonsauren, eine wichtige Funktion in der Versorgung der Zellen mit
essentiellen Schwermetallen, wie Zn(ll), Mn(ll) und IFg(und anderen lonen, wie Mg(ll)

und Ca(ll) zukommt. Brown (1982) nahm an, dass an die Oberflache von Bryophyten
gebundene lonen immobilisiert sind und nicht ins Innere aufgenommen werden. Seine

Aussage, dass nur eine Aufnahme von Nahrstoffen und Metallen erfolgen kann, wenn sich
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diese im Medium und nicht an der Oberflache der Moose befinden, konnte durch die

Experimente der vorliegenden Arbeit widerlegt werden.

4. 1. 3 Vergleich der Cd(ll)-Akkumulation verschiedener Arten der GattungFontinalis

Das Wassermoobontinalis besitzt beblatterte Stammchen und Rhizoide, mit denen eine
Verankerung an Steinen oder Hélzern in FlieRgewdassern erfolgt. Frahm und Frey (1987) und
Pascher (1931) beschreiben breite, eiformige bis schmale, lanzettliche Blatter, die gekielt,
konkav oder fast flach sein kdnnen. Nach diesen Autoren konnte das Moos aus der Wipper
und der Helbe alBontinalis antipyreticaklassifiziert werden, da bei dieser Art eine deutliche
Kielung der Blatter zu sehen war. Die Einordnung des kanadischen Mooses (Standort: Allen
Creek, New Brunswick) war jedoch schwieriger, da man aufgrund der sehr schmalen Blatter
dieser Pflanze den Blattkiel oft nicht eindeutig erkennen konnte. Auch in der Literatur ist die
Einordnung umstritten, da es keine Genomanalysen gibt (Ireland, 1982). Besitzen die Blatter
einen Kiel konnte es alBontinalis antipyreticader Varietatgracilis eingeordnet werden. Ist
jedoch keine Kielung vorhanden, kénnte es als eigene Afbntinalis dalecarlica -
klassifiziert werden. Pascher (1931) beschreibt zwischen beiden Pflanzen eine gewisse
Ahnlichkeit, da beiFontinalis antipyreticader Varietatgracilis die Kielfalte oft undeutlich
entwickelt ist. Die in der vorliegenden Arbeit verwendete Art konnte jedoch von Miersch
(2000, Halle) nach Ireland (1982) &sntinalis dalecarlicaeingeordnet werden. In Abb. 49

sind beide Arten dargestellt.

Abb. 49. Habitusbild verschiedener Arten des Wassermodsmdinalis A Fontinalis
dalecarlica B Fontinalis antipyretica
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Fontinalis dalecarlicazeichnet sich durch eine sehr schlanke Form aus, mit schlanken Asten
und sehr schmalen, hohlen BlatteRantinalis antipyreticaist durch eine deutlich starkere
Wuchsform charakterisiert, die Aste sind dicker und die Blatter breiter. Dieser Unterschied in
der Morphologie der Blatter, welche die Organe der Nahrstoff-, aber auch
Schadstoffaufnahme darstellen, kdnnte Differenzen in der Akkumulationskapazitat far
Schwermetalle, wie Cd(ll) verursachen.

Untersuchungen zum Vergleich der Aufnahme von Co(ll) durch drei Arten von
Wassermoosen Ffntinalis antipyretica Cinclidotus aquaticus und Platyhypnidium
riparioides) findet man bei Beaugelin-Seiller et al. (1995). Neben dem Einfluss saisonaler
Parameter wurden fur die Co(ll)-Aufnahme Unterschiede zwisdfamtinalis und den
anderen beiden Spezies gefunden, wobei letztere dieselben Standorte besiedeln und durch
eine ahnlich Morphologie gekennzeichnet sind. Sie sind dichter beblattert und besitzen
deshalb eine groRere Anzahl von Oberflachen-Bindestellen fir Co(ll)Faitginalis
antipyreticg was sich in einer hoheren Co(ll)-Akkumulation ausdriickte. Wells und Brown
(1995) untersuchten die Cd(ll)-Toleranz des MoosRBéytidiadelphus squarrosus
Schwermetall-belasteter und -unbelasteter Habitate. Das Moos bevorzugt feuchte Standorte.
Die Pflanzen des kontaminierten Standortes zeigten bei héherer Aufnahme von Cd(ll) eine
deutlich groRere Toleranz gegenuber intrazellularem Cd(ll). Dies drickte sich in einer
geringeren Beeinflussung der Photosyntheserate durch Cd(ll) bei dem Moos des belasteten
Standortes aus. Die Autoren fuhrten diese Unterschiede jedoch eher auf eine spezifische
genotypische Reaktion auf Cd(ll) zuriick als auf eine phanotypische Anpassung an den
Standort.

In der vorliegenden Arbeit wurden vergleichende Untersuchungen zur Cd(ll)-Akkumulation
von zwei verschiedenen Arten vdfontinalis durchgefuhrt, die sich vor allem in ihrer
Wuchsform unterschieden. Die Moose wurden an relativ unbelasteten Standorten zur selben
Jahreszeit gesammelt, um den Einfluss saisonaler Unterschiede zu minimieren. Dessen
ungeachtet  konnen  Umweltbedingungen, wie Lichteinfall, Wassertemperatur,
Nahrstoffzusammensetzung des Wassers, aber auch Transportzeiten zu Differenzen in der
Akkumulationskapazitat fuhren.

Wie fur die Cd(Il)-Akkumulation vorfontinalis antipyreticabeschrieben, erfolgte auch bei
Fontinalis dalecarlicaeine schnelle Adsorption des Schwermetalls an die Moosoberflache,
wobei eine Konzentrationsabhangigkeit festzustellen war (Kap. 3. 1. 4, Abb. 20, 21). Der
Anteil des extrazellularen Cd(Il) nahm jedoch im Versuchsverlauf nicht wieder ab, sondern
blieb relativ konstant. Nach 4sttindiger Belastung mit 100 uM Cd(ll) waren 39 % des gesamt

wiedergefundenen Cd(Il) biosorbiert, bei dem Moos aus der HEl&igalis antipyretica
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waren es zu diesem Zeitpunkt 61 % (Abb. 12 B). Bis zum 4. Tag war der Anteil an
extrazellularem Cd(ll) bdtontinalis antipyreticagrofRer. Durch das Absinken dieser Fraktion
kam es jedoch nach 5 Tagen zu einem Ausgleich des extrazellularen Anteils bei beiden
Formen. Nach 10 Tagen betrug der extrazellulare Anteil 4FF&tihalis antipyretica bzw.

48 % ontinalis dalecarlica des gesamt wiedergefundenen Cd(ll). Auch bei Belastung mit
25 bzw. 200 uM Cd(ll) war der extrazellulare Cd(ll)-Gehalt Veontinalis dalecarlica
geringer (Abb. 21 A/D, C/E), jedoch kam es durch die Abnahme dieser Fraktion bei
Fontinalis antipyretica(Abb. 13 A/D, B/E) und der Konstanz bieontinalis dalecarlicazu

einem Ausgleich des adsorbierten Anteiles. Im Gegensatzontinalis antipyreticakann

man beiFontinalis dalecarlicaim Konzentrationsbereich zwischen 25 und 200 pM Cd(ll)
eine gewisse Sattigung der Blattoberflache mit Cd(ll) erkennen. Wahrend der prozentuale
Anteil des extrazellularen Cd(ll) befontinalis antipyreticanach 2 Tagen bei allen
Konzentrationen relativ ahnlich war, sank er Bentinalis dalecarlicamit steigender Cd(ll)-
Konzentration ab, von durchschnittlich ca. 60 % bei 25 puM bis auf 40 % bei 200 uM Cd(ll).
Diese Unterschiede in der Adsorptionskapazitat der beiden Moose kdonnten zum einen in der
differenten Form der Blatter begrindet sein (siehe Abb. 49). Die Blattef~gotinalis
antipyretica besitzen eine grol3ere Blattoberflache, die eine groRere Menge an Cd(ll)-
Bindungsstellen aufweisen kann. Andererseits kbnnte eine artspezifische Differenz der Menge
von Polygalacturonsduren in der Mooszellwand fur eine geringere Anzahl von
Bindungsstellen fur Cd(ll) beétontinalis dalecarlicaverantwortlich sein. Breuer und Melzer
(1990) fuhrten die unterschiedliche Kationenaustausch-Kapazitat dreier Art&Spkiagnum

auf die Menge von Pektinsduren zurlck. Spearing (1972) verglich den Gehalt an
Galacturonsauren mit der Kationenaustausch-KapazitaSpbagnaceaand erhielt &hnliche
Aussagen.

Mit einer geringeren Anzahl an Bindekapazitaten fur Cd(ll) auf den Blatterrr@ntinalis
dalecarlica lasst sich so der geringere extrazellulare Cd(ll)-Gehalt, aber auch die Sattigung
der Oberflache bei hoheren Cd(ll)-Konzentrationen, dieFbeatinalis antipyreticanicht zu
beobachten war, erklaren.

Eine weitere Ursache fir die unterschiedlichen Ergebnissd-onitinalis antipyreticaund
Fontinalis dalecarlicakdnnte eine differente Nahrstoffzusammensetzung des Wassers am
Standort sein. Durch das natiirliche Vorkommen verschiedener Kationen; wie'k Mg”*

oder C&" auf der Moosoberfliche kénnen Adsorption und Aufnahme von Cd(ll) gehemmt
werden (Pickering und Puia, 1969; Wells und Brown, 1987; Gjengedal und Steinnes, 1990).
Zieht man zum Vergleickontinalis antipyreticader Wipper heran (Kap. 3. 1. 1, Abb. 12 A),
stellt man eine dem Moos aus der Helbe korrelierende Biosorption fest. Der Standort der
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Wipper wird im Gegensatz zu dem der Helbe starker vom Nahrstoffeintrag durch eine
Talsperre beeinflusst, so dass die lonenzusammensetzung des Wassers in Abhangigkeit von
der Ablassregulierung schwanken kann. Daten zum Gehalt an verschiedenen lonen gibt es fur
diesen Standort nicht, jedoch kann man Unterschiede zur Helbe annehmen. Da dieses Moos
von einem anderen Standort gesammelt wurde, jedoch &ahnliche Eigenschaften wie das
Material aus der Helbe aufweist, kann man schlussfolgern, dass die Unterschiede der
Adsorption eher auf artspezifische Differenzen der Zellwandzusammensetzung bzw. den
unterschiedlichen Blatthabitus zurtickzufihren sind, als auf einen Einfluss der
standortspezifischen Umweltparameter.

Bei beidenFontinalisArten erfolgte die Aufnahme von Cd(ll) ins Zellinnere bei Belastung

mit 100 uM Cd(ll) langsamer als die Adsorption, Uber den gesamten Versuchszeitraum
hinweg (Abb. 11 B, 12 B, 20, 21 B). Bis zu 24 Stunden waren die intrazellularen Fraktionen
relativ @hnlich und lagen nach einem Tag bei 11 % (1,3 pumol/gHeltjnalis antipyretica

bzw. 12 % (1,4 pmol/g FMFontinalis dalecarlica des insgesamt wiedergefundenen Cd(ll).
Innerhalb von 2-10 Tagen war jedoch der intrazellulare Anteil Rontinalis dalecarlica

stetig geringer als der vdrontinalis antipyretica WahrendFontinalis antipyretica(Helbe)

nach 7 Tagen bereits 30 % des gesamt wiedergefundenen Cd(ll) (3,9 umol/g FM)
aufgenommen hatte, lag der Anteil beim kanadischen Moos signifikant darunter, bei nur 23 %
(3,1 pumol/g FM). Nach 10 Tagen waren esHmtinalis antipyretica35 % (4,5 pmol/g FM),

bei Fontinalis dalecarlica27 % (3,5 umol/g FM), was einen signifikanten Unterschied
darstellt. Wenn man von einer Depotfunktion der Zellwand fir Cd(ll) bei beiden Moosen
ausgeht, von der aus die Aufnahme erfolgt, I&sst sich der geringere intrazellulare Anteil mit
dem entsprechend niedrigeren extrazellularen Gehalt an Cd(ll) erklaren. Weiterhin nahm im
Gegensatz zirontinalis antipyreticader Cd(ll)-Gehalt der Oberflache im Versuchsverlauf

bei Fontinalis dalecarlicanicht ab, was wiederum fur eine geringere Mobilisierung des Cd(ll)
von der Blattoberflache dieser Art spricht.

Vazquez et al. (1999) stellten fur drei Arten von aquatischen Bryophyten trotz ahnlicher
Biosorptionseigenschaften (maximaler extrazellularer Gehalt an Schwermetallen) eine
deutliche Differenzierung in der Aufnahme-Kapazitat fest. Die Autoren flhrten dies auf
charakteristische Unterschiede des Standortes und der Physiologie der Pflanzen zurtck, z. B.
auf einen aktiveren Membrantransport oder eine hthere Kapazitat zur Detoxifizierung der
Schwermetalle (Komplexierung, Kompartimentierung).

Die geringere Aufnahme und die scheinbare Abnahme der intrazellularen Fraktion bei
Exposition mit 25 und 200 pM Cd(ll)Fbntinalis dalecarlica in der vorliegenden Arbeit

lassen sich bislang nicht klaren (Abb. 21 A/D, C/E).
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Als physiologisch-biochemische Reaktion auf eine Belastung mit 100 uM Cd(ll) kam es bei
beiden FontinalisArten zu einer Erhohung des GSH-Gehaltes der Zellen (Abb. 14, 22).
Unterschiede bestanden jedoch in der Ho6he des GSH-Spiegels, zum einen des
Ausgangsgehaltes, der bei 0,40 pmol/g Rdntinalis antipyretica bzw. 0,073 pumol/g FM
(Fontinalis dalecarlica lag. Zum anderen stieg er Bentinalis antipyreticebis auf maximal

0,98 umol/g FM an (das 2,5fache des Ausgangsgehaltefjpbenalis dalecarlicanur bis

auf maximal 0,50 umol/g FM, was jedoch das 7fache des Ausgangsgehaltes bedeutet. Der
Cd(I-Gehalt lag zu diesen Zeitpunkt béontinalis antipyreticabei 3,9 umol/g FM, bei
Fontinalis dalecarlicabei nur 2,9 umol/g FM. Bruns (1997) beschrieb eine von der Cd(ll)-
Konzentration des Mediums abhangige Erhohung des GSH-Gehalted~obénalis
antipyretica In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass die Aufnahme von Cd(ll)
konzentrationsabhangig erfolgt, d. h. bei einer htheren Cd(ll)-Konzentration im Nahrmedium
wird eine gréRere Menge aufgenommen. Somit wird der Anstieg des GSH-Spiegels letztlich
durch die intrazellulare Cd(ll)-Konzentration beeinflusst. Aufgrund dieser Ergebnisse kdnnte
der geringere GSH-Gehalt Fontinalis dalecarlicaauf den geringeren intrazellularen Cd(ll)-
Gehalt zurtickgefiihrt werden. Ob eine der beiden Arten eine effektivere Detoxifikation von
Cd(Il) aufweist, kbnnte mittels der Bestimmung der Quantenausbeute des PS Il (Kap. 2. 3. 3)

untersucht werden.

4. 2 Lokalisation von Cd(ll) in Fontinalis antipyretica

Neben einer extrazellularen Biosorption von Cd(ll) erfolgte eine intrazellulare Aufnahme des
Schwermetalls durch das Wassermdamtinalis antipyretica(siehe Kap. 3. 1. 1). Freie
Cd(I)-lonen im Cytoplasma konnen jedoch Schadigungen des Mooses hervorrufen. Um sich
davor zu schitzen, sollten Fontinalis antipyreticaMechanismen der Detoxifizierung und
Kompartimentierung von Cd(ll) existieren.

Eine wichtige Rolle bei der Entgiftung von Cd(ll) fontinalis antipyreticawird der
Komplexierung durch die SH-Gruppe des GSH zugeschrieben (Bruns et al., 1999, 2000b, c).
Vergleicht man jedoch das Verhaltnis von Cd(ll):GSH in den Mooszellen (Kap. 3. 1. 1,
Abb. 15), stellt man fest, dass der GSH-Gehalt bei Cd(ll)-Belastung, trotz Anstieges, ab
4 Stunden immer geringer ist als der intrazellulare Cd(ll)-Gehalt. Nach Rabenstein (1989)
wird ein Cd(ll)-Molekidl mindestens durch ein GSH-Molekul, normalerweise durch 2 GSH-
Molekile komplexiert. D. h. das Verhéltnis Cd(ll):GSH musste mindestens 1:1 bzw. 1:2
betragen. Ab 4 Stunden nach Exposition mit 100 uM Cd(ll) liegt dieses Verhaltnis bei

Fontinalis antipyreticammer bei > 1:1 und erreicht teilweise Werte von 6:1, d. h. durch ein
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GSH-Molekul mussten 6 Molekile Cd(Il) chelatiert werden. Diese Betrachtungsweise ist
freilich nur auf die Moglichkeit der Komplexierung von Cd(ll) mit GSH reduziert. Das
System der Chelatierung und Detoxifikation von Schwermetallen in Pflanzen ist jedoch sehr
viel komplexer.

In der HefeCandida glabratafand man nach Belastung mit Cd(ll) ein Cd(ll):S-Verhaltnis
von 1,4. Untersuchungen von Dameron et al. (1989) zeigten jedoch die Bildung von Cd(ll)-
Sulfid-Kristallen in dieser Hefe, die in Abh&ngigkeit von der Art des Nahrmediums mit GSH
und y—-EC beschichtet waren. Diese Molekille trugen zur Stabilisierung der Cd(Il)-S-
Komplexe bei. Durch die Bildung von hoéhermolekularen Cd(ll)-S-Kristallen unter
Beteiligung von GSH konnten somit gro3ere Mengen an Cd(ll) komplexiert werden.

Des weiteren muss die Mdglichkeit der Komplexierung von Cd(ll) bzw. Schwermetallen
durch andere Molekdle in der Zelle in Betracht gezogen werden. Rauser (2000) fasste dies in
einer Ubersicht zusammen. So kénnen Schwermetalle durch organische Sauren, wie Citrat
und Malat, Aminosauren, wie Histidin, Aspartat, Glutamin und Tyrosin oder Phytinsaure
chelatiert werden. Hierbei kommt es zur Wechselwirkung der Schwermetalle mit dem
Sauerstoff oder Stickstoff der Liganden. Andere Cystein-reiche Proteine, wie
Metallothioneine oder Phytochelatine komplexieren die Schwermetalle tUber die SH-Gruppe
des Cysteins.

Unabhangig von der Art der Komplexierung von Cd(ll), sollte eine Kompartimentierung von
Cd(ll) in den Mooszellen erfolgen, die sicherstellt, dass keine freien Cd(ll)-lonen im
Cytoplasma vorkommen. Nur freie Schwermetallionen kdnnen wichtige Stoffwechselprozesse
der Pflanzen inhibieren (Kap.1.1). Deshalb erfolgt in Pflanzen der Transport von
Schadstoffen, wie Schwermetallen, in die Vakuole, wo sie nicht mehr toxisch wirken kénnen.
Der Transport von Phytochelatin-Schwermetall-Komplexen in dieses Zellorganell wurde
bereits von Vogeli-Lange und Wagner (1990), Ortiz et al. (1995) und Salt und Rauser (1995)
beschrieben.

In der vorliegenden Arbeit wurde die intrazellulare Kompartimentierung von Cd(ll) in den
Zellen von Fontinalis antipyreticamittels analytischer Elektronenmikroskopie untersucht
(Kap. 3. 4. 1, Abb. 38). Es erfolgte eine Aufnahme von Cd(ll) in das Cytoplasma und die
Vakuole. EEL-Spektren des Cytoplasmas induzierten eine Bindung von Cd(ll) an SH-
Gruppen von Thiolpeptiden (Kap. 3. 4. 1, Abb. 39 A). Der Vergleich mit Standard-Spektren
von Cd(Il)/GSH-Komplexen zeigte eine groRe Ubereinstimmung, wohingegen kovalente S-
Bindungen vollig andere Spektren erzeugten.

Bruns et al. (2000b) fanden eine Erhdhung des GSH-Gehaltes nach Cd(ll)-Belastung bei

mehreren Arten von aquatischen und terrestrischen Bryophyten. Phytochelatine wurden, im
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Gegensatz zur Reaktion von hoheren Pflanzen auf eine Schwermetallexposition, nicht
nachgewiesen. Somit kann eine Beteiligung dieser Peptide bei der Entgiftung von Cd(ll)
ausgeschlossen werden. GSH scheint somit nicht nuFdmginalis antipyretica sondern

auch bei anderen Moosen eine wichtige Rolle bei der Vermeidung von Schwermetall-Stress
zu spielen. Auch in anderen Organismen wurde eine Beteiligung von GSH bei der
Detoxifikation von Schwermetallen vermutet. Li et al. (1997) zeigten einen Transport von
Cd(Il)-GSH-Konjugaten in die Vakuole vorSaccharomyces -cereviseadlehra und
Mulchandani (1995) beschrieben den Transfer von Cu(l) aus Cu(l)-GSH Komplexen in
Phytochelatine und die Mdglichkeit einer stabilisierenden Wirkung von GSH auf PC-Cu(l)-
Komplexe beiC. glabrataund S. pombeVoégeli-Lange und Wagner (1996) schlossen bei
Belastung von Tabak mit niedrigen Cd(ll)-Konzentrationen (5 pM) eine Komplexierung mit
GSH und anschliel3enden Transport in die Vakuole nicht aus.

Nach der Komplexierung von Cd(ll) im Cytoplasma erfolgte der Transport des Schwermetalls
in die Vakuole vorfFontinalis antipyreticaKap. 3. 4. 1, Abb. 38 B). Die Konzentration eines
moglichen Cd(ll)/GSH-Komplexes an der Vakuolenmembran, dem Tonoplasten, war zu
gering und konnte mittels analytischer Elektronenmikroskopie nicht nachgewiesen werden.
Deshalb sind keine Aussagen Uber die Transportform von Cd(ll) tUber diese Membran
maoglich. Ob der Transport des Schwermetalls als Cd(ll)/GSH-Komplex oder nach
Abspaltung des GSH als freies Cd(ll)-lon erfolgt, kann nicht gesagt werden. Zwar war in
einigen vakuolaren Niederschlagen S zu finden, jedoch wiirde ein Komplex von Cd(ll) und
GSH aufgrund des geringen pH-Wertes in diesem Zellorganell dissoziieren. Der Nachweis
eines Cd(ll)/GSH-Komplexes in der Vakuole, der weiteren Aufschluss Uber die
Transportform des Cd(ll) geben kdnnte, war mit analytischer Elektronenmikroskopie somit
nicht maoglich.

EEL-Spektren von Niederschlagen in der Vakuole fontinalis antipyreticazeigten eine
Ablagerung von Cd(Il) als anorganisches Phosphat (Kap. 3. 4. 1, Abb. 39 B), eine Bindung an
Schwefelspezies erfolgte nicht. Dies unterstiitzt die Annahme, dassitimalis antipyretica

die Detoxifikation von Cd(ll) nicht Gber eine Komplexierung mit Phytochelatinen und den
anschlieBenden Transport in die Vakuole erfolgt. Im Gegensatz dazu konnten Vdgeli-Lange
und Wagner (1990) bei der Untersuchung der Lokalisation von Phytochelatinen in Cd(ll)-
exponierten Blattern von Tabakpflanzen Cd(ll)-Phytochelatin-Komplexe in den Vakuolen
nachweisen. Ortiz et al. (1995) beschrieben den Transport von Cd(ll)-Phytochelatin-
Komplexen in die Vakuolen von Hefe mittels eines ABC-Transporters (HMTL1).

Neben Phytochelatinen konnen in hoheren Pflanzen aber auch andere Chelatoren zur
Detoxifikation von Schwermetallen in Frage kommen. Nach Rauser (2000) kdnnten in
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Pflanzen organische Sauren, Aminosauren, Phytat oder pflanzliche Metallothioneine
Schwermetalle komplexieren.

Kramer et al. (2000) untersuchten die subzellulare Lokalisierung von NicKalasptArten.
Rontgen-Absorptionsspektroskopie, welche der EEL-Spektroskopie ahnliche Spektren liefert,
zeigte die Chelatierung von Ni(ll) durch Citrat bzw. Histidin. Da bei dieser Methode
gemorsertes Pflanzenmaterial genutzt wurde, d. h. die Zellstruktur zerstort war, waren nur
Vermutungen Uber die Lokalisierung dieser Komplexe moglich und die Isolierung von
Protoplasten und Vakuolen erforderlich. Die Autoren ordneten His die Transportfunktion fur
Ni(Il) im Cytoplasma zu, wahrend die Ablagerung in der Vakuole als Citrat-Komplex
beschrieben wurde.

Auch in der vorliegenden Arbeit war die Deutung einer Funktion von GSH bei der
Detoxifikation von Cd(ll) inFontinalis antipyreticaschwierig. Derin vivo Nachweis von
GSH-Cd(Il)-Komplexen war mittels der analytischen Elektronenmikroskopie nicht mdoglich.
Weiterhin ist GSH in viele physiologische Prozesse von Pflanzen integriert. So dient es u. a.
der Vermeidung von oxidativem Stress (Noctor et al.,, 1998; May et al., 1998).
Untersuchungen von Bruns et al. (2000b) zum GSH-Statiominalis antipyreticabei
Cd(In-Belastung konnten allerdings oxidativen Stress als Ursache fur die Erhéhung des GSH-
Pools ausschliel3en.

Die Ergebnisse der elektronenmikroskopischen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit
lassen die Schlussfolgerung zu, d&ssitinalis antipyreticamdglicherweise einen anderen
Mechanismus der Detoxifikation von Schwermetallen besitzt als hohere Pflanzen. Hierbei
konnte GSH eine wichtige Rolle spielen, z. B. bei der Komplexierung der Me(ll)-lonen und

ihrer Bindung an einen vakuolaren Metall-Transporter.

4. 3 Vitalitat von Fontinalis antipyreticanach Schwermetallexposition

Schwermetalle kdnnen u. a. den Photosyntheseapparat beeintrachtigen (Kap. 1. 3. 1). Die
Schadigungen dieses Systems durch Schwermetalle, die zur Inaktivierung des PS Il fuhren,
missten einen direkten Effekt auf die Vitalitat vBontinalis antipyreticahaben, deren
Bestimmung durch Messung der effektiven Quantenausbeute der photochemischen
Energieumwandlung im Photosystem Il als Chlorophyll-Fluoreszenz erfolgte (Kap. 2. 3. 3).
Auch in anderen Untersuchungen wurde die Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz als
sensitiver Indikator fur Pflanzenstress angewendet (Lichtenthaler und Miehe, 1997). Lanaras
et al. (1994) nutzten die Messung der Chlorophyll-Fluoreszenz in Blatterfararacunsp.

zum Screening der urbanen Verschmutzung der Gro3stadt Thessaloniki, Griechenland.
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Andere Techniken, wie die Bestimmung von Chlorophyll-Gehalt, Chlorophyll-Abbau und
dem Verhaltnis von Chlorophyll a/b wurden bei Exposition #omtinalis antipyreticamit

100 uM Cd(ll) bereits von Bruns (1997) eingesetzt. Anhand der untersuchten Parameter
konnte kein signifikanter Einfluss des Schwermetalls auf die Vitalitat des Mooses festgestellt
werden.

Da das PS Il ein sensibler Indikator fur eine frihe Schéadigung der Pflanzen durch
Schwermetalle ist, bietet die Methode der Messung der effektiven Quantenausbeute der
photochemischen Energieumwandlung im Photosystem |l die Méglichkeit, gewisse Aussagen
Uber die Vitalitdt zu machen. Die Bezeichnung ,Vitalitat" ist in diesem Zusammenhang nicht
optimal, da das PS Il sehr komplex ist und nicht nur ein spezifischer Parameter gehemmt
wird. Der Begriff wird hier nur in Bezug auf eine Schadigung des PS Il verwendet.

Bei Belastung mit Cd(ll) (Kap. 3. 2, Abb. 25) kam es im Bereich zwischen 25 und 400 uM zu
einer konzentrationsabhéngigen Abnahme der Vitalitdt des Mooses. Wahrend 25 und 50 uM
Cd(ll) die Vitalitat innerhalb von 10 Tagen nicht so stark beeinflussten, sank diese bei
Belastung mit 100 uM Cd(ll) bis auf 38 % der Kontrolle ab. 400 uM Cd(ll) fuhrten im
Versuchszeitraum zum Absterben der Pflanzen, die Vitalitat lag nach 10 Tagen bei minimalen
3 %. Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Cd(pminalis antipyreticadas PS Il der
Photosynthese schadigt und so den gemessenen Vitalitatsverlust hervorruft.

Aus der Literatur sind uns keine Befunde zur Beeintrachtigung dieses Parameters bei der
Schwermetallbelastung von aquatischen Moosen bekannt, jedoch gibt es vielfaltige
Forschungen an hoheren Pflanzen. Stoyanova und Tchakalova (1997) untersuchten
Chloroplasten von Blatt- und Stammparenchym der Wasserpfldgzaephyllum spicatum

L.. Elektronenmikroskopische Aufnahmen von Parenchymzellen nach Belastung mit Cd(ll)
zeigten radikale ultrastrukturelle Veranderungen der Chloroplasten. Es kam zu einer
Zerstorung des inneren Membransystems, der Thylakoide, in dem die Photosysteme
lokalisiert sind. Ursache dafir konnte die Wechselwirkung von Cd(Il) mit den Lipiden der
Membranen sein, die zur Veranderung der Membranstruktur und —permeabilitat fihrte. Sehr
hohe Konzentrationen an Cd(ll) (5 und 6 d®) riefen eine Zerstérung der Chloroplasten

und eine Gerinnung des Stromas hervor, was eine Aufrechterhaltung der Photosynthese
unmdglich machte. Clijsters und van Assche (1985) folgerten aus verschiedenen
Untersuchungen, dass Cd(ll) und andere Schwermetalle vor allem das PS Il und den
Elektronentransport des PS Il beeinflussen, wéahrend das PS | nicht beeintrachtigt wird.
Padmaja et al. (1990) beschrieben die Inhibierung der Chlorophyllsynthéeaseolus
vulgaris L. durch Cd(ll). Samen voBrassica napugeigten eine signifikante Abnahme des
Chlorophyll-Gehaltes und der photochemischen Quantenausbeute der Photosynthese (Larsson
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et al., 1998). Geiken et al. (1998) untersuchten den Einfluss von Cd(ll) auf den Turnover des
D1-Proteines, einer Untereinheit des Reaktionszentrums des PS Il. Cd(ll) senkte die
guantenchemisché@usbeute im PS Il, gemessen als Chlorophyll-FluoreszenzPisem
sativum und Vicia faba wobei V. faba toleranter auf den Cd(ll)-Stress reagierte. Dieser
Unterschied war nicht auf eine differente Cd(Il)-Aufnahme in das PS Il oder eine
unterschiedliche Bindung von Cd(ll) an das D1-Protein zuriickzufiihren, sondern auf einen
durch Cd(ll) stimulierten artspezifischen Turnover dieses Proteins. Ahnliche Prozesse
kébnnten das PS Il vorrFontinalis antipyretica beeintrachtigen und zur beschriebenen
Verringerung der Chlorophyll-Fluoreszenz beitragen.

In der vorliegenden Arbeit wurden im Gegensatz zur Veranderung der Vitalitat bei Cd(ll)-
Stress bei Belastung voRontinalis antipyreticamit Zn(ll) nur bei 500 pM geringe
VitalitdtseinbuRen beobachtet (Kap. 3. 2). Trotz intrazellularer Akkumulation, wobei der
Zn(I)-Gehalt bei allen Konzentrationen dem des Cd(ll) sehr &hnlich war (Kap. 3. 1. 2 und
4.1. 1), kam es erst bei einer Zn(ll)-Konzentration von 500 uM zu einer Erhéhung der GSH-
Synthese. Das deutet darauf hin, dass Zn(ll) als essentielles Element in bezug auf eine
Schadigung des PS Il eine relativ geringe Toxizitat besitzt und die Erhhung des GSH-Pooles
als Mechanismus zur Detoxifikation des Schwermetalls erst bei hohen Zn(ll)-Konzentrationen
aktiviert wird. Brune et al. (1995) untersuchten die Toxizitdt von Schwermetallen bei der
hoheren Pflanzélordeum vulgarecv. Gerbel. Die Exposition mit 400 uM Zn(Il) beeinflusste
weder den Chlorophyll-Gehalt, noch die Quantenausbeute des PS I, trotz einer Akkumulation
des Schwermetalls in den Blattern der Pflanzen. Messungen an aquatischen Moosen sind in
diesem Zusammenhang nicht bekannt.

Bei Belastung vorrontinalis antipyreticamit dem Schwermetall Pb(ll) beobachteten wir erst

bei 500 uM toxische Effekte, die sich in einer Abnahme der Vitalitat zeigten (Kap. 3. 2).
Verglichen mit den Cd(Il)- und Zn(ll)-Gehalten der Zellen, war teilweise bis zu dreimal
soviel Pb(ll) intrazellular akkumuliert (Kap. 3.1.3 und 4.1.1). Dies lasst die
Schlussfolgerung zu, dass Pb(ll) als toxisches Schwermetall eine weniger schadigende
Wirkung auf das PS Il hat als Cd(ll). Der GSH-Gehalt stieg jedoch bereits bei Exposition mit
Pb(Il)-Konzentrationen von weniger als 500 uM an. Die Detoxifikationsmechanismen werden
somit, falls GSH hierbei eine Rolle spielt, schon bei geringen intrazellularen Konzentrationen
an Pb(Il) aktiviert.

Im Unterschied zu diesen Ergebnissen senkte Pb(Il) den Chlorophyll-Gehalt in héheren
Pflanzen und bewirkte eine Zerstérung der Ultrastruktur der Chloroplasten (Clijsters und van

Assche, 1985). Miles et al. (1972) beschrieben in isolierten Chloroplasten héherer Pflanzen
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eine Inhibierung der Hill-Reaktion, der photochemischen Spaltung von Wasser zu Sauerstoff
im PS I, durch Pb(Il) im Konzentrationsbereich von 0,2 — 0,5 mM.

Kipper et al. (1998) zeigten die Substitution von Mg(ll), dem Zentralatom der Chlorophylle,
in héheren Wasserpflanzen (Makrophyten) durch Cd(Il), Zn(ll) und Cu(ll). Zn(ll) bildete
hoch stabile Komplexe mit Chlorophyll. Die Substitution des Mg(ll) durch andere
Schwermetalle fuhrte zur Inhibierung der Photosynthese, da der Resonanz-Energie-Transfer
von den Antennen-Pigmenten zum Reaktionszentrum aufgrund der geringeren Fluoreszenz-
Ausbeute verglichen mit M&Chlorophyll nicht mehr méglich war.

Gaur et al. (1994) untersuchten den Zusammenhang zwischen Schwermetall-Akkumulation
und -Toxizitat bei zwei Arten von aquatischen Makrophytepirpdelia polyrhyza.. und

Azolla pinnatar. Br.), wobei die Reihenfolge der Toxizitat wie folgt festgelegt wurde:
Cd(ll) >> Pb(ll) > zZn(ll). Die EGyWerte der relativen Wachstumsrate v8n polyrhiza

lagen bei 7 umol Cd(ll)/g TM, 33 umol Pb(ll)/g TM bzw. 54 pmol Zn(ll)/g TM.

In der vorliegenden Arbeit lasst sich bezuglich der Daten der Vitalitat Rantinalis
antipyretica nach Belastung mit Schwermetallen (Kap. 3. 2) und der Werte fur die
intrazellularen Schwermetall-Gehalte (Kap. 3. 1. 1-3) dieselbe Reihenfolge flir die toxische
Wirkung auf die Reaktionen im PS 1l festlegen: Cd(ll) >> Pb(ll) > Zn(ll).

4. 4 Einfluss von Cd(ll) auf den Schwefelmetabolismus voirontinalis

antipyretica

4. 4. 1 Einfluss der Sulfatversorgung voifrontinalis antipyreticaauf die biochemisch-
physiologische Reaktion auf Cd(ll)-Stress

Schwefel ist als essentieller Nahrstoff in Pflanzen Baustein von Aminosauren (Cystein und
Methionin), Glutathion, Thioredoxin, Sulfolipiden (Lipide der Thylakoidmembran) und
verschiedenen Coenzymen (Biotin, Coenzym A, Thiaminpyrophosphat) (Heldt, 1999; Zhao et
al., 1997). Uberschussiges Sulfat wird in den Vakuolen gespeichert und kann wieder
remobilisiert werden, wenn der Sulfatgehalt im Cytoplasma stark absinkt (Clarkson et al.,
1993; Bell et al., 1995 a, b). In den Pflanzen erfolgt eine Umverteilung von Sulfat, wobei der
Nahrstoff u. a. in stoffwechselaktive Organe, wie junge Blatter, transportiert wird (Hartmann
et al., 2000).

Da Cystein das Endprodukt der Sulfatassimilation darstellt, kénnten Anderungen der
Versorgung von Pflanzen mit Sulfat deren Reaktion auf Cd(ll)-Stress nachhaltig beeinflussen.

Nussbaum et al. (1998) untersuchten die Regulation der Sulfatassimilation durch Cd(ll) bei
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Zea maysBei einer Belastung mit 50 uM Cd(ll) wurde méfB8O,> in hoher molekulare
Cys-haltige Verbindungen eingebaut als bei Kontrollen. Weiterhin kam es zu einer
signifikanten Erhdhung der Aktivitaten der ATP-Sulfurylase und der Adenosin-5"-
Phosphosulfat-Sulfotransferase, welche Enzyme des S-Stoffwechsels darstellen. Die Autoren
folgerten, dass in den Pflanzen bei Exposition mit Cd(ll) die Sulfatassimilation aktiviert wird,
um einen erhohten Bedarf an S-haltigen Aminosauren zur Synthese chelatbildender
Thiolpeptide abzusichern.

Das Wassermookontinalis antipyreticareagierte auf Cd(ll)-Stress mit einer Erhéhung des
GSH-Spiegels (Bruns, 1997). Die verstarkte Synthese von GSH sollte auch in diesem Fall mit
einer Erhohung der Sulfatassimilation verbunden sein. Untersuchungen zum
Schwefelstoffwechsel bei Wassermoosen sind uns jedoch aus der Literatur nicht bekannt.

Um den Einfluss von Cd(ll) auf die Sulfatassimilation, aber auch den Einfluss einer
veranderten Versorgung mit Sulfat abbntinalis antipyreticanach Cd(ll)-Belastung zu
untersuchen, wurde das Moos in der vorliegenden Arbeit nach eintagiger Vorkultivierung in
Medium ohne Sulfat auf unterschiedliche Bedingungen umgesetzt (Kap. 2.4.3). Der
Sulfatgehalt der Pflanzen betrug 4,1 umol/g FM, wahrend der Sulfatgehalt des Baches am
Standort zwischen 500 und 800 uM lag. Der Sulfatgehalt in Blattern von Reispflanzen lag bei
ca. 20 umol/g FM (Kuzuhura et al., 2000). Er kann in Pflanzen, die auf S-reichen Bdden
wachsen, bis auf 80 pmol/g, teilweise sogar auf 1700 umol/g ansteigen (Ernst, 1998).

Der Sulfatgehalt unseres Untersuchungsobjektes lag somit bei relativ niedrigen Werten.
Elektronenmikroskopische Analysen in der vorliegenden Arbeit wiesen Schwefel auch in
Niederschlagen der Vakuolen vBontinalis antipyreticanach (Kap. 3. 4. 1), der z. T. Sulfat-
Schwefel darstellen konnte. Die Speicherung dieser Schwefel-Spezies wirde darauf
hinweisen, dass nicht das gesamte Sulfat in den Zellen fir die Aufrechterhaltung des
Schwefel-Metabolismus benétigt wird. Innerhalb von 24 Stunden ohne Sulfat im
Nahrmedium konnte keine signifikante Abnahme des intrazellularen Sulfatgehaltes
beobachtet werden (Kap. 3. 3. 1, Abb. 26 B). Jedoch waren Schwankungen zu erkennen, der
Sulfatgehalt lag zwischen 3,1 und 4,2 umol/g FM. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass der
grofte Teil des gemessenen Sulfates in der Vakuole gespeichert ist, da sich innerhalb von
24 Stunden keine extremen Veradnderungen dieses Pools andeuteten, anders als bei GSH, Cys
undy-EC, die in den Zellen einem standigen Turnover unterliegen. GSH bzw. Cys sanken in
24 Stunden signifikant von 0,28 auf 0,15 pmol/g FM bzw. von 0,025 auf 0,015 pmol/g FM.
Der GSSG-Gehalt stieg nicht signifikant an von 0,028 auf 0,041 pmol/g FM (Abb. 26 A).
Sein Anteil am Gesamt-GSH lag zum Versuchsanfang bei 9 %, stieg innerhalb von 4 Stunden

auf 22 % und schwankte dann zwischen 18 % und 25 %.
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Der Gehalt an GSH korreliert in Pflanzen mit der Anpassung an Stressbedingungen (May et
al., 1998). Die Effizienz mit der das oxidierte Dithiol GSSG wieder in reduziertes GSH
umgewandelt wird, ist besonders wichtig fur die Rolle von GSH bei der Bekampfung von
oxidativem Stress (May et al., 1998). So weisen Verdnderungen des Verhéltnisses von
GSH:GSSG auf Stress in den Zellen hin. Nach Rennenberg und Brunold (1994) liegt der
GSSG-Anteil von Pflanzenzellen grof3tenteils unter 5% der Gesamt-GSH-Menge. Bruns
(1997) bestimmte bei Kontrollpflanzen vdfontinalis antipyretica die 7 Tage in Knop-
Medium kultiviert wurden, jedoch einen weitaus gréReren GSSG-Anteil von 41 % *+ 18 % des
Gesamt-GSH. Bei Cd(Il)-Belastung (7 Tage) blieb der GSSG-Gehalt konstant, so dass sich
der prozentuale Anteil am Gesamt-GSH durch die GSH-Erh6hung verringerte.

In der vorliegenden Arbeit wurde bei eintdgigem Sulfatmangel eine Erhéhung des
prozentualen Anteils von GSSG festgestellt. Jedoch wurden groRere Schwankungen dieses
Anteils auch nach dem Umsetzen dieser Proben auf verschiedene Bedingungen gemessen
(Kap. 3. 3. 1, Abb. 27 A/B), so dass diese Erhdhung nicht unbedingt auf eine
aulRergewohnliche Stress-Situation hinweist.

Nach eintagiger Vorkultivierung ohne Sulfat wurde das Untersuchungsobgkinalis
antipyreticaverschiedenen Sulfat- und Cd(ll)-Konzentrationen ausgesetzt (Kap. 2. 4. 3). Bei
Kontrollpflanzen (0 uM Cd(ll)), die mit Sulfat versorgt wurden, veranderten sich die Gehalte
an Cys,y—EC, GSH und Sulfat innerhalb von 14 Tagen nicht signifikant (Kap. 3. 3. 1,
Abb. 27 B, 28). Ohne Sulfat im Medium zeigten sich starkere Veranderungen, die auf einen
S-Mangel zuriickgefuihrt werden konnten (Kap. 3. 3.1, Abb. 27 A, 28). €y&C- und

GSH- bzw. Sulfatgehalt im Moos waren im Vergleich mit den Sulfat-versorgten Proben ab
dem 1. bzw. 10. Tag signifikant niedriger, der Gehalt an GSSG dagegen ab dem 1. Tag
signifikant hoher. Kuzuhara et al. (2000) fanden im Phloemsaft von Reispflanzen, die unter S-
Mangel kultiviert wurden, gleichfalls eine Abnahme der Sulfatkonzentration, jedoch blieben
GSH- undy-EC-Gehalt relativ konstant. Im Gegensatz dazu beschrieben Lappartient und
Touraine (1996) inBrassica napusine Erniedrigung des GSH-Spiegels unter S-Mangel-
Bedingungen. Physiologische Reaktionen auf eine veranderte Versorgung mit Sulfat kdnnen
somit Spezies-spezifische Unterschiede zeigen.

In unseren Experimenten stieg der GSSG-SpiegelFaminalis antipyreticaohne Sulfat im
Medium im Vergleich zum GSH-Gehalt etwas an. Der prozentuale Anteil am Gesamt-GSH
lag zwischen 17 % und maximal 38 %. Da eine Erhéhung des GSSG-Anteiles in Pflanzen auf
Stress hinweist (Noctor et al.,, 1998; May et al., 1998), deutet dieses Ergebnis auf eine
beginnende Stress-Situation fir das Moos aufgrund von S-Mangel hin. Jedoch sind die

Veranderungen beFontinalis antipyreticanicht so extrem wie sie von Dhindsa (1987)
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beobachtet wurden. Getrocknetes Moos defTArtula ruralis reagierte bei der Rehydrierung

mit einer Steigerung des GSSG-Anteils von 5 auf 45 % des Gesamt-GSH. Als mogliche
Ursachen wurden eine direkte Reaktion von GSH mit freien Radikalen bzw. die Oxidation
von GSH durch die GSH-Peroxidase vermutet, beides Antworten auf oxidativen Stress in der
Pflanzenzelle.

Die Resultate unserer Arbeit deuten darauf hin, dass die Versorgund-ommalis
antipyretica mit Sulfat einen Einfluss auf den Schwefel-Metabolismus hat, d. h. auf den
Gehalt an Thiolen und Sulfat. Die Sulfatassimilation, die in den Chloroplasten stattfindet,
steht im engen Zusammenhang mit der Photosynthese. Einerseits sind ATP und reduziertes
Ferredoxin, die bei der Photosynthese gebildet werden, wichtige Bestandteile der
Assimilation von Sulfat (Kap. 1. 3. 2). Andererseits ist Cystein in der Photosynthese, z. B. als
Teil von Fe-S-Clustern oder von Plastocyanin, integriert (Heldt, 1999). Aufgrund dieser
Wechselwirkung koénnte eine veranderte Versorgung mit Sulfat die Ablaufe der
Photosynthese negativ beeinflussen. Eine Abnahme der photochemischen Ausbeute des PS I
als Parameter fur die Vitalitat vdfontinalis antipyreticabei Sulfatmangel Gber 14 Tagen
wurde von uns jedoch nicht beobachtet (Kap. 3. 3. 2, Abb. 32). Das bedeutet, dass das Moos
in Hinsicht auf die Assimilation von Sulfat und die Reaktionen im PS Il unter diesen
Bedingungen keiner Stresssituation ausgesetzt war, zumal der Sulfatgehalt der Pflanzen
innerhalb dieses Zeitraumes nur wenig abnahm.

Wurde zu den Pflanzen 200 uM Cd(ll) zugegeben, kam es unabhangig von einer Versorgung
mit Sulfat (500 uM / 0 pM) zu einer Zunahme der Thiole @yEC und GSH innerhalb von

14 Tagen, wobei intrazellulares Sulfat verbraucht wurde (Kap.3.3.1, Abb. 27 C, D,
Abb. 28). Dies deutet auf eine Aktivierung der Sulfatassimilation bei Schwermetall-Belastung
hin, wie sie auch von Nussbaum et al. (1998) und Heiss et al. (1999) beschrieben wurden. Die
Autoren fanden bei Belastung vaiea mayszw. Brassica junceamit Cd(ll) eine erhohte
Aktivierung von Enzymen der Sulfatassimilation. Weiterhin stellten wir Pantinalis
antipyreticainnerhalb von 14 Tagen keinen signifikanten Einfluss der Sulfat-Konzentration
des Nahrmediums auf den Gehalt an GSH fest. So wurden maximal 1,13 umol GSH/g FM
(200 pM Cd(I1)/500 pM Sulfat) bzw. 1,16 pumol GSH/g FM (200 uM Cd(Il)/0 uM Sulfat)
synthetisiert. Auch der GSSG-Gehalt erhéhte sich analog (max. 0,30 bzw. 0,24 umol/g FM).
Vergleicht man den GSSG-Anteil des Gesamt-GSH der Cd(ll)-belasteten Proben mit denen
der unbelasteten Proben so kann keine deutliche Erhdéhung, die auf oxidativen Stress
hinweisen wirde, beobachtet werden. Bei der Cd(ll)-belasteten Probe ohne Sulfat stieg der
Anteil des GSSG von 17 % auf maximale 29 % (8 h) und lag nach 14 Tagen bei 20 %. Der
GSSG-Anteil der Cd(ll)-belasteten Probe mit Sulfat lag bei 12 % (0 h), stieg auf maximal
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20 % (8 h) und betrug zum Versuchsende 20 %. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
veranderte Versorgung mit Sulfat und eine gleichzeitige Belastung mit Cd(ll) keinen
oxidativen Stress bé&iontinalis antipyreticahervorrufen.

Unterschiede waren lediglich in der Hohe der Cys- wieC-Gehalte zu bemerken, die ab

dem 2. Tag (Cys) bzw. am 2. und 6. TagHC) bei der Cd(ll)-Probe mit Sulfat im Medium

bei Cys bis zu 2fach, be+EC bis zu 1,8fach hoher waren. Das Moos ist wahrscheinlich in
der Lage, bei Versorgung mit Sulfat auf eine Cd(ll)-Exposition mit einer verstarkten
Sulfatassimilation und Biosynthese von Cys ynBC zu reagieren. Der Gehalt an GSH war

bei beiden Reihen relativ &hnlich. Ob die Aktivitat der GSH-Synthetase unabh&angig vom
externen Sulfatgehalt ist, misste in weiteren Experimenten untersucht werden. Ursache ihrer
Aktivierung kdnnte ebenfalls intrazellular angereichertes Cd(ll) sein.

Vergleicht man die intrazellularen Gehalte der beiden Cd(ll)-belasteten Reihen muss man
jedoch feststellen, dass Moos, welches mit Sulfat kultiviert wurde, eine geringere Menge an
Cd(Il) aufnahm (bis zu 1 umol/g FM weniger), so dass die htheren Gehalte an Gy&and

in diesen Proben unverstandlich sind. Die Wiederfindung von Cd(ll) bei beiden Reihen war
mit 106 % (C) bzw. 107 % (D) fast gleich, so dass die geringere Aufnahme nicht auf
ausgefallenes CdSQurickgefihrt werden konnte.

Unter den Versuchsbedingungen dieses Experimentes (Kap. 2. 4. 3 — Einfluss der Versorgung
mit Sulfat bei Cd(ll)-Belastung vorfontinalis antipyretich scheint die biochemisch-
physiologische Reaktion voRontinalis antipyreticaauf Cd(ll)-Stress — eine Erhéhung des
GSH-Gehaltes - aufgrund des zellularen Sulfatpools von der Sulfaternahrung nicht signifikant
beeinflusst zu werden. Der Sulfatgehalt des Mooses von ca. 4 pmol/g FM war ausreichend,
um bei einer Cd(ll)-Exposition ohne Sulfat im Medium innerhalb von 14 Tagen verstarkt
GSH zu synthetisieren.

Um eine eventuelle Schadigung des Photosyntheseapparates bei Cd(ll)-Belastung im
Zusammenhang mit unterschiedlicher Schwefelernahrung zu untersuchen, wurde die
Chlorophyll-Fluoreszenz, als Parameter fir eine Beeintrachtigung des PS Il, nach Zugabe von
100 pM Cd(ll) und 0-500 pM Sulfat Gber 10 Tage gemessen (Kap. 3. 3. 1, Abb. 29).
Unabhangig von der Sulfat-Konzentration im Medium kam es bei allen Proben zu einer
Abnahme der Vitalitat, wobei keine deutlichen Tendenzen zu erkennen waren. Trotz des
engen Zusammenhanges zwischen Photosynthese und Sulfatassimilation konnte in diesem
Versuch kein negativer Einfluss geringer Sulfat-Konzentrationen im Medium auf die Vitalitat
von Fontinalis antipyreticabei Cd(ll)-Belastung beobachtet werden. Die Schadigung des

PS Il wurde somit nur durch Cd(ll) verursacht.
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Zusammenfassend kann man sagen, dass die Sulfatassimilation als Vorraussetzung fur eine
erhohte GSH-Biosynthese ontinalis antipyreticabei Cd(ll)-Stress verstarkt wird. Diese
Zunahme ist bei den von uns gewéhlten Versuchsbedingungen nicht abhangig von der
Versorgung der Pflanzen mit Sulfat. Der intrazellulare Sulfat-Pool ist ausreichend, um bei
einer 14tagigen Exposition mit Cd(ll) Thiole zur méglichen direkten Detoxifikation des
Schwermetalls durch Chelatbildung zu synthetisieren. Diese Unabhangigkeit der
biochemisch-physiologischen Reaktion des Mooses von der externen Sulfat-Konzentration
bei Cd(ll)-Belastung wurde weiterhin durch Messungen der Vitalitat bestatigt, die durch den

unterschiedlichen Sulfat-Gehalt des Mediums nicht beeinflusst wurde.

4. 4. 2 Effekte von Schwefelmangel und Cd(ll)-Belastung auf den Schwefelmetabolismus

von Fontinalis antipyretica

Schwefelmangel kann vielfaltige und erhebliche Auswirkungen auf den Stoffwechsel von
Pflanzen haben. Fitzgerald et al. (1999) und Zhao et al. (1997) beschreiben eine geringere
Ausbeute und Qualitat von Getreide und Raps unter limitierter Erndhrung mit Sulfat. In
Weizen wurden S-arme Proteine, wieGliadin synthetisiert, was zu einer Anderung in der
Protein-Komposition der Pflanzen, verbunden mit einer verminderten Qualitat des aus dem
Getreide produzierten Brotes fuhrte (Wrigley et al., 1984; Fullington et al., 1987). Weiterhin
wurden Effekte auf die CfAssimilationsrate, die Aktivitat der Ribulosebisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase (Rubisco) und den Chlorophyll-Gehalt junger Blatter nachgewiesen,
was eine Inhibierung dede novo Synthese von Komponenten des photosynthetischen
Apparates reflektiert (Burke et al., 1986; Gilbert et al., 1997).

Leustek (1996) beschrieb die Aktivierung von Sulfataufnahme und —assimilation bei héheren
Pflanzen unter S-Mangel-Bedingungen. Honda et al. (1998) zeigten, dass die Sulfataufnahme
in Arabidopsis thalianavon der externen Sulfat-Konzentration abhangt. Der Transfer von
Samen von Medium mit 1500 mM Sulfat auf 10 mM Sulfat rief eine Erhéhung der
Aufnahmerate von Sulfat um das Doppelte hervor. Ahnliche Befunde erzielten Deane-
Drummond (1987) und Hawkesford et al. (1993) bei der UntersuchungPisum und
Brassica Durch diese erhdohte Akkumulation von Sulfat werden in den Pflanzenzellen die
Aufrechterhaltung der Sulfatassimilation und als Folge andere wichtige zellulare Prozesse
gewahrleistet. Als mdgliche Regulatoren der Sulfat-Aufnahme werden intrazellulares Sulfat,
aber auch OAS, Cys oder GSH diskutiert (Herschbach und Rennenberg, 1991, 1994, Bell et
al. 1995b; Saito, 2000).
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Auch die Biosynthese von GSH, welches in den Pflanzenzellen aus Cys-Ekehergestellt

wird (Bergmann und Rennenberg, 1993), kann durch eine verringerte Sulfatassimilation durch
S-Mangel-Bedingungen beeinflusst werden. Kuzuhura et al. (2000) untersuchten den Gehalt
an Sulfat, GSH undy—EC in Reispflanzen (ryza sativqh wahrend Schwefelmangels.
Wahrend es innerhalb von 4-7 Tagen zu einer Abnahme des Sulfatgehaltes in Phloemsaft und
Blattern kam, wurden GSH- ung-EC-Gehalt relativ konstant gehalten. In anderen
Untersuchungen wurde bdérassica napuseine Erniedrigung des GSH-Gehaltes bei S-
Mangel festgestellt (Lappartient und Touraine, 1996). Untersuchungen zum Einfluss von
Schwefelmangel auf Pflanzen beschranken sich in der Literatur auf hohere Pflanzen.
Ergebnisse zu Wassermoosen sind uns in diesem Zusammenhang nicht bekannt.

In der vorliegenden Arbeit sank der interne Sulfat-Gehalt wahrend 38 Tagen S-Mangel in
Fontinalis antipyreticavon 3,1 umol/g FM auf 0,77 umol/g FM ab (Kap. 3. 3. 2, Abb. 30).
Auch der GSH-Spiegel nahm ab, innerhalb von 10 Tagen von 0,28 auf 0,15 umol/g FM
(Kap. 3. 3. 2, Abb. 31). Danach blieb er relativ konstant, was die Hypothese einer
Aufrechterhaltung der Sulfatassimilation und des S-Metabolismus unter Mangelbedingungen
bestétigt. Die Vitalitdt des Mooses, gemessen mittels Bestimmung der Ausbeute im PS I,
wurde durch die fehlende Versorgung mit Sulfat nur in geringem Mal3e beeinflusst, es konnte
eine leichte, jedoch signifikante Abnahme von 0,77 auf 0,71 beobachtet werden (Kap. 3. 3. 2,
Abb. 32).

Wurde nach diesen 38 Tagen 500 uM Sulfat zugegeben, reagierte das Moos mit einer aktiven
Aufnahme des Nahrstoffes. Der Sulfat-Pool wurde innerhalb eines Tages wieder auf
2,9 umol/g FM aufgefillt und erreichte damit den Ausgangsgehalt an Sulfat (Kap. 3. 3. 2,
Abb. 33). Auch der GSH-, GSSG- und Cys-Pool nahmen wieder zu (Kap. 3. 3. 2, Abb. 34 und
Anhang A, Tab. 8). Der Gehalt an GSH stieg innerhalb eines Tages auf 0,43 umol/g FM, was
dem 1,2fachen des Ausgangsgehaltes entsprach. Die Resultate sprechen fur eine schnelle
Aktivierung von Sulfatassimilation und GSH-Biosynthese durch Sulfat-Gabe nach S-
Mangelbedingungen. Eine Anderung der Vitalitit des Mooses war dabei nicht zu beobachten
(Kap. 3. 3. 2, Abb. 35). Der prozentuale Anteil von GSSG am Gesamt-GSH nahm von 13 %
auf maximal 24 % (6 d) zu und betrug nach 22 Tagen 13 %. Diese Werte deuten nicht auf
eine Stress-Situation fur das Moos hin.

WurdeFontinalis antipyreticanach 38 Tagen Sulfatmangel mit Sulfat versorgt und zusatzlich
mit 100 uM Cd(ll) belastet, stieg der Sulfatgehalt nur bis zum 2. Tag an (3,4 pmol/g FM).
Gleichzeitig mit einer Erhdhung des GSH-, Cys- yrC-Gehaltes aufgrund der Cd(ll)-
Exposition, die nach einem Tag begann, nahm die Sulfat-Konzentration in den Zellen wieder
bis auf 1,15 umol/g FM ab (Kap. 3. 3. 2, Abb. 33, 34 und Anhang A, Tab. 8). Maximal
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wurden in den Mooszellen 1,9 pmol GSH/g FM, 0,43 pmol Cys/g FM und 0,81 xB@g

FM synthetisiert. Interessant hierbei ist die schnelle Reaktion der Pflanze auf die Exposition

mit Cd(ll). Sulfat und Cd(Il) wurden bei diesem Versuch gleichzeitig zugegeben. Das Moos
war in der Lage, nach 38tagigem Schwefelmangel die Sulfataufnahme und -assimilation
innerhalb eines Tages so stark zu erhéhen, dass die Reaktion auf intrazellulares Cd(ll) — eine
Erhéhung des GSH-Spiegels - innerhalb von 24 Stunden erfolgte. Man kann daraus folgern,
dass die Aktivierung dieser Prozesse in den Zellen tberaus schnell reguliert wird, was eine
schnelle Reaktion auf Cd(ll)-Stress ermoglicht. Die Werte von GSSG stiegen von 9 % auf
maximal 20 % am Gesamt-GSH. Eine Erh6hung des prozentualen Anteils von GSSG, die auf
oxidativen Stress hinweisen wirde, erfolgte somit nicht (Kap. 4. 4. 1).

Im Gegensatz zur Probe mit Sulfat/ohne Cd(ll) kam es jedoch zu einer Schadigung des PS II.
(Kap. 3. 3. 2, Abb. 35). Da sich die Vitalitat bei Belastung mit Cd(ll) unter normalen
Kultivierungsbedingungen (Kap. 3. 2, Abb. 25) in dem selben Mal3e verringerte, kann man
davon ausgehen, dass nur Cd(Il) an der Beeintrachtigung der Reaktionen des PS Il beteiligt
ist. Deshalb wurde in einem zweiten Versuch nach 45 Tagen S-Mangel zuerst 500 uM Sulfat
zugegeben. Die Cd(ll)-Zugabe erfolgte erst einen Tag spater, nachdem der Sulfatpool durch
Fontinalis antipyreticawieder aufgefillt war. Hiermit sollte bei Beteiligung von GSH eine
effektivere Detoxifikation von Cd(ll) mdglich sein. Vergleicht man jedoch die Daten von
Sulfat- und GSH-Gehalt (Kap. 3. 3. 2 und Anhang A, Tab. 9), erkennt man unabh&ngig von
der zeitlichen Abfolge der Zugabe der beiden Substanzen tendenziell dieselben Reaktionen.
Auch die Vitalitat sank bei beiden Reihen relativ dhnlich ab. Das Moos scheint somit bei einer
Cd(Ih-Belastung priméar die Sulfatassimilation zur Erhdéhung der GSH-Biosynthese zu
aktivieren. Weiterhin ist das Moos nach langen Sulfatmangel-Bedingungen in der Lage,
schnell auf eine Sulfatversorgung zu reagieren, auch, wenn Cd(ll) und Sulfat gleichzeitig
zugegeben werden.

Wurde das Moos nach 38 Tagen S-Mangel weiterhin in Medium ohne Sulfat kultiviert, kam
es zu einer weiteren Abnahme des Sulfat-Pools der Zellen bis auf minimale 0,25 pmol/g FM
(Kap. 3. 3. 2, Abb. 33). Insgesamt 60 Tage Sulfatmangel fuhrten zu einer Verringerung des
GSH-Gehaltes ab dem 41. - 46. Tag bis auf 0,027 pmol/g FM (Kap. 3. 3. 2, Abb. 34). Auch
der Cys- und der GSSG-Spiegel sanken.Hshtinalis antipyreticalangerem S-Mangel
ausgesetzt, kommt es zu einer Inhibierung von Sulfatassimilation und GSH-Biosynthese.
Auch wenn der Sulfat-Pool der Zellen nicht vollstandig verbraucht ist, wird die Produktion
von GSH, Cys und GSSG ,herunter reguliert®. Der prozentuale Anteil von GSSG am
Gesamt-GSH stieg ab dem insgesamt 44. Tag bis auf Gber 30 % an, was verglichen mit den

sulfatversorgten Proben etwas héher ist. Das deutet auf eine Stress-Situation aufgrund von
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limitierter S-Erndhrung hin. Ein Einfluss auf das PS Il war nicht signifikant, die Vitalitat
verringerte sich nicht und war mit der Sulfat-Probe vergleichbar (Kap. 3. 3. 2, Abb. 35). So
kann man folgern, dass das langzeitige Fehlen einer Versorgung mit Schwedetimalis
antipyretica(60 Tage) keinen Einfluss auf die Leistung des PS Il hat.

Wurde Pflanzenmaterial unter Sulfatmangel zusatzlich mit 100 uM Cd(ll) belastet, reagierte
das Moos trotz eines im Vergleich zum Normalzustand sehr geringen Sulfat-Pools mit einer
Erhéhung von GSH, Cys-EC, aber auch GSSG (Kap. 3. 3. 2, Abb. 34, Anhang A, Tab. 8).
Dementsprechend nahm der Sulfat-Gehalt auf minimale 0,07 umol/g FM ab (Kap. 3. 3. 2,
Abb. 33). Diese Aktivierung von Sulfatassimilation und GSH-Biosynthese bei Cd(ll)-
Belastung trotz gleichzeitigem S-Mangel zeigt die wichtige Rolle der Erh6hung des GSH bei
der moglichen direkten Detoxifikation des Schwermetalls Cd(ll). Der prozentuale Anteil von
GSSG am Gesamt-GSH lag im Normbereich zwischen 10 und 21 % und deutet nicht auf
oxidativen Stress hin. Aufgrund des sehr niedrigen Sulfat-Grundgehaltes in den Zellen,
konnte der GSH-Gehalt jedoch nicht in dem Masse erhoht werden, wie es bei der mit Sulfat
versorgten Cd(ll)-belasteten Probe der Fall war. Er betrug maximal ca. 1/3, was den GSH-
Mengen der Probe mit Sulfat, jedoch ohne Cd(Il) entsprach. Er erreichte am 3. Tag ein
Maximum (0,45 pmol/g FM), um dann auf 0,14 pmol/g FM abzusinken.

Das Moos war aufgrund des sehr niedrigen Sulfat-Spiegels somit nicht in der Lage, GSH in
einer der Cd(ll)-Belastung entsprechenden Menge zu synthetisieren. Das wirkte sich auch auf
die Reaktionen des PS Il aus. Im Vergleich zur Cd(ll)-belasteten Probe mit Sulfat kam es zu
einem deutlich starkeren Abfall der Vitalitdt (Kap. 3. 3. 2, Abb. 35). Die Abnahme der
Vitalitdt weist darauf hin, dass die Detoxifikation von Cd(ll) nicht mehr effektiv erfolgte.
Falls GSH zur Komplexierung von Cd(ll) im Cytoplasma der Zellen beitragt, kdnnten freie
Cd(I)-lonen im Cytoplasma den hoheren Vitalitatsverlust hervorrufen, da eine ungenigende
Erhohung des GSH-Pools eine geringere Chelatierung nach sich ziehen konnte.

Auch in der Literatur findet man Aussagen Uber den Einfluss der Sulfatversorgung auf die
Sensitivitat von Pflanzen gegeniber Cd(ll). Popovic et al. (1996) beschrieben bei
Zuckerruben, die mit viel S versorgt wurden, eine Erniedrigung der toxischen Wirkung von
Cd(ll) auf die Aktivitat der Nitratreduktase und Glutamat-Dehydrogenase. Weiterhin spielt
Schwefel eine wichtige Rolle bei der Synthese von cysteinreichen Thiolpeptiden, wie
Phytochelatinen, die in hoheren Pflanzen an der Detoxifikation von Cd(ll) beteiligt sein
kénnen. Bei Kupfer-intoleranten Klonen voBeschampsia cespitoskam es unter
Schwefelmangel zur Reduktion des Gehaltes an thiolreichen Kupfer-bindenden Peptiden und

zur Inhibierung des Wurzelwachstums (Schultz und Hutchinson, 1988). Fontes und Cox
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(1995) fanden bei der Untersuchung von Sojabohnen eine Abhangigkeit der Zn(ll)-Toxizitéat
von der S-Ernéhrung.

Zusammenfassend kann man sagen, dass das Wassé&ontioalis antipyretican der Lage

ist, lange S-Mangel-Perioden ohne Vitalitatsverlust zu Gberdauern. In diesem Zusammenhang
werden jedoch Sulfatassimilation und Thiol-Biosynthese in den Zellen vermindert. Nach
Zugabe von Sulfat erfolgt ein schnelles Auffullen von Sulfat- und Thiol-Pool durch eine
Aktivierung des S-Metabolismus, was eine sehr schnelle Reaktion der Pflanze auf
gleichzeitigen Cd(Il)-Stress ermdglicht. Auch wéahrend langerfristigem Sulfatmangel reagiert
Fontinalis antipyreticabei Cd(ll)-Belastung mit einer Aktivierung der Sulfatassimilation und
einer Erhdhung des Thiolpooles, v. a. der Biosynthese von GSH. Mit diesen Untersuchungen
konnte die wichtige Rolle von GSH bei der Vermeidung von Cd(ll)-Stress in den Zellen des

Mooses bestétigt werden.

4.5 "™N-Tracer-Studien = mit  Fontinalis  antipyretica  unter
Schwermetallbelastung

Die Nutzung von stabilen Isotopen, widl, erméoglicht Studien iiber die Aufnahme dieser fiir
Pflanzen wichtigen N&hrstoffe in die Zellen und deren Einbau in Aminoséuren und Proteine
(Mae, 1997; Ter Steege et al., 1999). Vielfaltig wurde dieser Tracer auch zur Untersuchung
des Einflusses von Schadstoffen auf den pflanzlichen N-Metabolismus oder fur Studien der
Anderung natiirlicher StickstoffverhaltnisseN/**N) durch anthropogene Stickstoffeintrage
eingesetzt (Jung und Junghans, 1981; Jung et al., 1994, 1997, 1999; Hafner et al., 2000;
Schweizer et al., 2000). In der vorliegenden Arbeit wurde die Messung des Einbdts-von
Stickstoff in die Aminosaure (NPN)- und Protein (PN)-Fraktion verwendet, um die potentielle
Toxizitat von Schwermetallen fur die Stoffwechselsituation \ontinalis antipyretica
abzuschatzen (Kap. 3. 5).

In Kontrollpflanzen kam es nach Aufnahme vbh, welches in Form von RNO; dem
Nahrmedium als Stickstoffquelle zugesetzt wurde, zur Inkorporation des Tracers in die
Aminosauren. Dié°N-Haufigkeit stieg innerhalb von 10 Tagen auf 1,13 at.-% exc. (Kap. 3. 5,
Abb. 41 A). Die®N-Haufigkeit der Protein-Fraktion stieg langsamer an, erreichte jedoch
nach 5-10 Tagen den Wert d&§ der Aminosauren. In den Pflanzen wird Stickstoff zuerst in
Aminosauren eingebaut, welche dann im Laufe der Proteinbiosynthese als Bausteine zum
Aufbau von Peptiden und Proteinen dienen. Der Flux'¥dnvon Nitrat= Aminoséure-N=
Protein-N zeigt die wichtige Rolle von Stickstoff fur die Aufrechterhaltung des pflanzlichen

Metabolismus, aber auch die der Aminosauren als Vorstufen der Proteinbiosynthese.
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Trotz Belastung mit Cd(ll) kam es weiterhin zum Einbau von Stickstoff in Aminosauren und
Proteine, jedoch sank diéN-Haufigkeit von Aminosaure- und Protein-Fraktion mit héherer
Cd(ll)-Konzentration immer mehr ab (Kap. 3. 5, Abb. 41 B, C). Es erfolgte eine
konzentrationsabhangige Hemmung der Nitratassimilation und der Aminosaure-Synthese in
Fontinalis antipyreticabei Cd(ll)-Stress.

Ahnliche Ergebnisse wurden bei Experimenten mit hoheren Pflanzen erhalten. Boussama et
al. (1999) untersuchten die Wirkung von Cd(ll) auf die StickstoffassimilatioZdxeimays

Dabei zeigte Cd(ll) im Bereich zwischen 10 und 50 uM einen inhibitorischen Effekt auf die
Enzyme der Nitratreduktion (Nitrat- und Nitritreduktase) und der Glutamat/Glutamin-
Biosynthese (Glutamat-Synthase/Glutamin-Synthetase). Auch der Gesamt-Gehalt an
Aminosauren sank mit steigender Cd(Il)-Konzentration. In SamenSasamum indicum
wurde diein vivo Aktivitat der Nitratreduktase durch Kombinationen von Cd(ll), Cu(ll) und
Pb(ll) (je 1 mM) gehemmt (Bharti und Singh, 1994). Costa und Morel (1994) beschrieben
eine Erniedrigung des Aminosaure-Gehaltes und't&inkorporation in Aminosauren bei
Belastung vorLactuca sativamit 100 uM Cd(ll), jedoch auch eine signifikante Erhéhung
bestimmter Aminosauren, wie Prolin, Asparagin oder Aspartat, die u. a. durch eine Hemmung
der Proteinbiosynthese akkumuliert werden konnten. Befunde aus aquatischen Bryophyten
sind uns hierzu nicht bekannt.

Eine weitere Ursache fiir die von uns beobachtete Verringerung des Einbati\vion
Aminosauren und Proteine kdnnte eine Hemmung der Nitrat-Aufnahme durch Cd(ll) sein.
Schwermetalle schadigen die Lipidstruktur des Plasmalemmas und sind so in der Lage, eine
Verénderung der Aufnahmekapazitat von N&hrstoffen zu bewirken. Sie beeinflussen zum
Beispiel die Membranlipide qualitativ und quantitativ, indem sie ihre Biosynthese hemmen
oder indirekt durch Bildung freier Radikale eine Peroxidation bewirken (Devi und Prasad,
1999; De Vos et al., 1991). Dadurch werden Struktur und Funktion der Membran modifiziert,
was wiederum einen Einfluss auf die Konformation und Aktivitat von Membranenzymen
haben kann (Cooke und Burden, 1990; Ros et al., 1992; Lindberg und Griffith, 1993). Eine
verringerte Aktivitdt von membrangebundenen ATPasen wurden bei Belastung Hijt Al(
Cd(I, Ni(ll) und Cu(ll) beobachtet (Lindberg und Griffith, 1993; Ros et al., 1992; De Vos et
al., 1991). Al{ll) reduzierte die Konzentrationewon C&*, Mg®* und Phosphat ifFagus
sylvatica(Bengtsson et al., 1988). Die Autoren fuhrten dies zum einen auf eine Konkurrenz
der lonen um Bindungsstellen an der Zellwand, zum anderen auf eine Modifikation der
Membranpermeabilitat durch Al) zurtck. Die Inhibierung des Nitrat-Transporters in

Fontinalis antipyreticadurch Cd(ll) kdonnte eine verringerte Nitrat-Aufnahme nach sich
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ziehen und neben einer Hemmung von Nitratassimilation und Aminosaurebiosynthese die
geringere Inkorporation voriN erkléren.

Die Hemmung der Aminosaure-Synthese oder der Nitrat-Aufnahme in die Mooszellen kdnnte
auch den geringeren Einbau von Stickstoff in die Protein-Fraktion erklaren. Bezeichnend ist
jedoch die mit steigendem Cd(ll)-Gehalt der Zellen immer gré3er werdende Differenz der
15N-Haufigkeit zwischen Aminoséuren und Proteinen (Kap. 3. 5, Abb. 41, 42). Wahrend der
Flux von >N von Aminosauren in Proteine bei geringeren Cd(ll)-Konzentrationen nicht so
stark gehemmt wird, sinkt er mit steigender Cd(ll)-Konzentration immer mehr ab. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die geringere Inkorporation von Stickstoff in die Proteine
auf eine konzentrationsabhéngige Hemmung der Protein-Biosynthese durch Cd(ll)
zuruckgefuhrt werden kann und nicht blol3 eine Folge einer verringerten Aminosaure-
Synthese oder Nitrat-Aufnahme bzw. -Assimilation darstellt.

Neben dem Einfluss von Cd(Il) auf Aminoséure- und Protein-Biosynthese wurde der der
Schwermetalle Zn(ll) und Pb(ll) untersucht (Kap. 3. 5, Abb. 43). Bei diesen beiden
Schwermetallen kam es ebenfalls zu einer konzentrationsabhéngigen Verringertiing der
Inkorporation in Aminosauren und Proteine. Die deutliche starkere Erniedrigung des Einbaus
von N in die Proteinfraktion weist auch bei Zn(ll) und Pb(ll) auf die Hemmung der Protein-
Biosynthese hin. Folgende Reihenfolge der Inhibierung von Aminoséure- und
Proteinbiosynthese lasst sich aus diesen Ergebnissen ableiten: Cd(Il) >> Pb(ll) > Zn(ll).

Die Beeinflussung von Aminosaure- und Protein-Biosynthese durch alle drei Schwermetalle,
die schon bei Konzentrationen von 100 uM sichtbar wird, weist auf die extreme Sensibilitat
dieser Prozesse gegeniber Umweltschadstoffen, v. a. Schwermetallen hin. Peptide und
Proteine sind an der Aufrechterhaltung aller lebenswichtigen Prozesse von Pflanzenzellen
beteiligt. Die Hemmung von Aminoséaure- und Protein-Biosynthese erwies sich somit als ein
sensitiver Indikator fir Schwermetall-Stress Bentinalis antipyretica Aussagen Uber den
Mechanismus der Inhibierung sind aufgrund der vielfaltigen Angriffspunkte in der Zelle
jedoch nicht mdéglich.

4. 6 Effekte der Exposition mit organischen Substanzen (Xenobiotika) auf

Fontinalis antipyretica

4. 6. 1 Einfluss von Organika auf den Thiolgehalt und die Vitalitat vorrontinalis

antipyretica

Neben Schwermetallen kdnnen auch organische Schadstoffe, sogenannte Xenobiotika, die

Aufrechterhaltung des pflanzlichen Stoffwechsels beeintrachtigen. Die Detoxifikation kann
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durch Bindung an GSH und Transport dieses Komplexes in die Vakuole erfolgen (Kap. 1. 2).
In diesem Zusammenhang wurde in der vorliegenden Arbeit eine mdgliche Konkurrenz bei
der Detoxifikation von Cd(ll) und den organischen Verbindungen CDNB, NEM und
Metolachlor inFontinalis antipyreticauntersucht, die Aufschluss Uber den Mechanismus der
Kompartimentierung von Cd(ll) geben sollten (Kap. 3. 6 und 4. 6. 2). Die Ergebnisse der
Experimente gaben ferner Einblick in die Wirkung dieser Substanzen auf den Thiolgehalt und
die Vitalitdt vonFontinalis antipyretica

Durch Exposition des Mooseasit 100 uM CDNB und NEM kam es innerhalb von 3 Tagen

zu einer signifikanten Abnahme des GSH-Spiegels (Kap. 3. 6, Abb. 45 — 0 h b). Der GSH-
Gehalt der Kontrolle lag ca. 10fach hoher als der durchschnittiche GSH-Spiegel der mit
100 uM CDNB oder NEM belasteten Proben. Die Abnahme des GSH-Pools bei Belastung
von Fontinalis antipyreticamit Xenobiotika kénnte mit einer Konjugation der beiden
Substanzen an die SH-Gruppe des GSH und einem moglichen Transport des Konjugates in
die Vakuole uber GSH-S-Konjugat-Transporter erklart werden. In Abb. 50 ist die denkbare
Konjugat-Bildung von CDNB und NEM mit GSH dargestellt. Da sich der GSH-Gehalt im
Versuchsverlauf nicht wieder erhdhte, kdnnte man zusatzlich eine Hemmung der GSH-

synthetisierenden Enzyme vermuten.

Cl sG
NO> GSH
NO2
A—» + HCI
NO
2 NO,

1-Chlor-2,4-dinitrobenzen GSH-S-Transferase

(CDNB)
SG
o N: ~0 ( ; LO
| GSH N
CH,CHs |

CH>CH3

N-Ethylmaleinimid
(NEM)

Abb. 50. Mdégliche Bindung von GSH an CDNB und NEM in Pflanzenzellen mittels der
GSH-S-Transferase.

Der Einfluss auf die Vitalitdt wurde mittels Bestimmung der photochemischen

Quantenausbeute des PS Il (Kap. 2. 3. 3) bei Belastung-entinalis antipyreticamit
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50 und 10 uM CDNB bzw. NEM und 25 und 50 uM Metolachlor untersucht (Abb. 46, 47,
48). Dabei zeigte sich fur die untersuchten Xenobiotika folgende ToxizitdEatfnalis

antipyretica CDNB > NEM > Metolachlor. Wahrend Metolachlor die Vitalitat nicht
beeinflusste, hatte die Belastung mit 50 uM CDNB das Absterben der Pflanzen zur Folge. Bei
der Exposition mit 50 uM NEM war das Moos trotz Absinkens des GSH-Gehaltes in der
Lage, NEM soweit zu detoxifizieren, dass die Vitalitat ab dem 6. Tag wieder bis auf maximal
72 % der Kontrolle anstieg. Auch bei Belastung mit 10 uM CDNB bzw. NEM kam es zu
einer Inhibierung der photochemischen Reaktionen des PS Il. Da die intrazellulare
Konzentration der beiden Verbindungen im Gegensatz zur Belastung mit 50 uM
wahrscheinlich geringer war, erfolgte die Detoxifikation effektiver und schneller. Die Vitalitat
von Fontinalis antipyreticastieg bei Belastung mit beiden Substanzen im Versuchsverlauf
wieder bis auf 100 % der Kontrolle an.

Zusammenfassend kann man sagen, Bas$inalis antipyretican der Lage ist, Xenobiotika,

in diesem Fall Modellsubstanzen, wie CDNB und NEM, in den Zellen zu entgiften. Aus der
Erniedrigung des GSH-Gehaltes nach Exposition mit diesen Verbindungen, kann man
folgern, dass eine Konjugation an GSH und der Transport dieser Komplexe in die Vakuole
wahrscheinlich ist. Schadigungen des PS Il kdnnen durch diese Detoxifikation nur bei

geringen Schadstoff-Konzentrationen vollstandig regeneriert werden.

4. 6. 2 Beeinflussung der Cd(ll)-Akkumulation und —Kompartimentierung durch

Xenobiotika

Aufgrund der Erhéhung des zellularen GSH-Spiegels nach Belastung mit dem Schwermetall
Cd(Il) und der Mdoglichkeit einer Bindung von Cd(ll) an die SH-Gruppe des Cys von GSH,
kdme Glutathion als Transportmolekul fur Cd(ll) in die Vakuole in Frage.
Elektronenmikroskopische Analysen (EELS, Kap. 3. 4. 1, Abb. 39 A) zeigten eine
Chelatierung von Cd(ll) im Cytoplasma durch thiolhaltige Peptide, wobei Phytochelatine als
Komplexbildner ausscheiden (Bruns et al., 2000b).

Li et al. (1997) fanden inSaccharomyces cereviseaginen Glutathion-S-Konjugat-
Transporter (YCF 1), der neben Xenobiotika-Konjugaten (DNP-GS) auch den Transport von
Bis(Glutathionato)-Cadmium-Komplexen (Cd- £Sin die Vakuole katalysierte. In
Arabidopsis thalianaentdeckten Tommasini et al. (1997) vier Gene (AtMRP) mit groRRer
Homologie zu MRP1 und YCF1, welche GSH-S-Konjugat-Transporter in Human- bzw.
Hefezellen darstellen. Durch Komplementation eines Cd(ll)-sensitiven Hefestammes von
Saccharomyces cereviseabne YCF1-Transportaktivitdit mit AtMRP3 konnte die Cd(ll)-
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Toleranz dieses Stammes wiederhergestellt werden (Tommasini et al., 1998). Diese
Ergebnisse deuten auf die Mdglichkeit der Detoxifikation von Cd(ll)-GSH-Komplexen Uber
Glutathion-S-Konjugat-Transporter (ABC-Transporter) hin.

Wirde man den GSH-Gehalt in den Zellen gegen Null senken, misste man, falls dieses
Tripeptid an der Entgiftung von Cd(ll) beteiligt ist, eine erhdéhte Toxizitdt bzw. eine
Anreicherung von Cd(ll) im Cytoplasma feststellen kbnnen. Eine Mdglichkeit, den GSH-Pool
zu erniedrigen, liegt in der Inhibierung der Biosynthese von GSH. Die Wirkung von
Buthioninsulfoximin  (BSO) wurde bereits von Bergmann und Rennenberg (1993)
beschrieben. Diese Verbindung hemmt gi&C-Synthetase, welche die Bildung vprEC

aus Cys und Glu katalysiert. Bei Exposition mit bis zu 1 mM BSO konnten widnginalis
antipyretica jedoch keine Hemmung der GSH-Produktion erreichen (nicht dargestellt).
Ursache dafiur konnte sein, dass BSO nicht in die Mooszellen aufgenommen wurde.

Wie in Kap. 3. 6 beschrieben, kam es bei Belastung mit CDNB oder NEM, welche nach der
Literatur als GSH-Konjugate detoxifiziert werden, zu einer extremen Erniedrigung des
zellularen GSH-Gehaltes fRontinalis antipyretica Nach dreitagiger Belastung mit 100 uM
CDNB bzw. NEM lag der GSH-Gehalt zwischen 0,013 und 0,026 umol/g FM, wahrend der
GSH-Gehaltes der Kontrolle 0,21 pmol/g FM betrug (Abb. 45). Theoretisch kann dieses an
die Xenobiotika gebundene GSH Cd(ll) nicht mehr chelatieren, so dass der Transport eines
moglichen Cd(Il)-GSH-Komplexes in die Vakuole gehemmt sein wirde. Um solch eine
Konkurrenzsituation zwischen Xenobiotika und Cd(ll) hervorzurufen, wurde das
Pflanzenmaterial mit CDNB/NEM und Cd(ll) exponiert (Kap. 2. 4. 6).

Biosorption und Akkumulation von Cd(ll) wurden durch die Anwesenheit der organischen
Verbindungen in der Nahrlésung nicht beeinflusst, die extra- und intrazellularen Cd(ll)-
Gehalte waren mit den Werten der nur mit Cd(ll)-belasteten Probe vergleichbar (Kap. 3. 6,
Abb. 44). Eine ubereinstimmende Cd(ll)-Akkumulation der Proben war wichtig, um
Veranderungen in GSH-Gehalt oder Vitalitat vergleichen zu kénnen.

Nach dreitagiger Belastung mit 100 uM CDNB bzw. NEM kam es zu einer Erniedrigung des
GSH-Spiegels auf ca. 1/8 bis 1/16 der Kontrolle. Nach Zugabe von Cd(ll) erhdhte sich der
GSH-Gehalt der nur mit Cd(ll)-belasteten Probe auf das maximal dreifache der Kontrolle
nach 3 Tagen. Bei gleichzeitiger Exposition mit CDNB sank der GSH-Spiegel weiter ab,
wahrend er bei NEM wieder bis auf 0,18 pmol/g FM anstieg (Kap. 3. 6, Abb. 45). Dies
verdeutlicht erneut den schon in Kap. 4. 6. 1 beschriebenen starken Einfluss von CDNB auf
das Moos. Die Zellen kdnnen auf eine zusatzliche Belastung mit Cd(ll) nicht mehr mit einer
Erhéhung des GSH-Gehaltes reagieren, was sich auf den Transport von Cd(ll) in die Vakuole

auswirken konnte. Die Detoxifikation von NEM scheint effektiver zu erfolgen, da es in
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Fontinalis antipyreticanach der Cd(ll)-Zugabe bei gleichzeitiger Anwesenheit von NEM zu
einer GSH-Erh6hung kommt. Jedoch betragt der Wert des GSH ca. 1/3 der nur mit Cd(ll)-
belasteten Probe, was einen negativen Einfluss auf die Entgiftung von Cd(Il) haben kdnnte.
Wurden CDNB und NEM vor der Cd(Il)-Exposition entfernt, stieg der GSH-Spiegel in
beiden Féllen wieder an, erreichte aber nur 1/11 bzw. 1/7 der nur mit Cd(ll)-belasteten Probe.
Auch diese Differenz sollte einen Einfluss auf die Effektivitat der Cd(ll)-Detoxifikation in
den Zellen haben. Bei gleichzeitiger Belastung des Mooses mit Metolachlor und Cd(ll) stieg
der GSH-Spiegel ahnlich wie bei der nur mit Cd(ll)-exponierten Probe an. Die grof3e
Erhbéhung des GSH-Spiegels nach Entfernen der Verbindung und folgender Cd(ll)-Belastung
kann bisher nicht erklart werden.

Sollten bei der Detoxifikation von Cd(ll) iRontinalis antipyreticadie Chelatierung mit GSH

und der Transport dieses Komplexes Uber GSH-S-Konjugat-Transporter eine wichtige Rolle
spielen, misste die Erniedrigung des GSH-Gehaltes durch NEM und CDNB eine groRRere
Anzahl freier Cd(ll)-lonen im Cytoplasma hervorrufen, da nicht mehr genigend GSH-
Moleklle zur Komplexierung von Cd(ll) zur Verfiugung stehen. Dies konnte in den
Mooszellen einen direkten Einfluss auf die Vitalitit des Mooses bzw. die
Kompartimentierung von Cd(ll) in den Vakuolen haben.

Deshalb wurde in der vorliegenden Arbeit die Vitalitdt des Mooses nach 3tagiger Belastung
mit 50 UM CDNB bzw. NEM und folgender Zugabe von 100 uM Cd(ll) bestimmt (Kap. 3. 6,
Abb. 46). Wirde zwischen den Xenobiotika und Cd(ll) eine Konkurrenz um GSH-Molekile
bestehen, muissten sich deutliche Vitalitatsunterschiede zwischen den Proben, die nur mit
Cd(ll), NEM oder CDNB belastet waren, und denen, die gleichzeitig mit Cd(ll) und
NEM/CDNB exponiert wurden, zeigen. Vitalitatsverluste der Einzelproben sollten sich bei
Kombination der Schadstoffe addieren.

Eine Additionswirkung der Schadigungen durch NEM/CDNB und Cd(ll) war allerdings aus
diesen Messungen nicht zu erkennen. Aufgrund der starken Schadigungen bei diesen relativ
hohen Konzentrationen, wurden weitere Vitalitatsuntersuchungen bei Belastung mit 10 uM
NEM bzw. CDNB und 50 uM Cd(ll) durchgefihrt (Kap. 3. 6, Abb. 47 und 48). Die Belastung
mit NEM senkte die Vitalitat innerhalb eines Tages auf durchschnittlich 64 % der Kontrolle:
Sie stieg ab dem ersten Tag wieder an und erreichte am 2. Tag 97 % der Kontrolle. Bei
Belastung mit Cd(ll) kam es innerhalb von 2 Tagen zu einer Vitalitdtsabnahme auf 87 %,
wahrend die Vitalitat der NEM + Cd(ll)-Probe bei nur 65 % lag. Bei dieser Probe war ein
Wiederanstieg der Vitalitat ab dem 2. Tag zu erkennen. Sie erreichte ihr Maximum nach
4 Tagen (77 %). Da dieser Wert ungefahr dem der Cd(ll)-Probe zu diesem Zeitpunkt
entsprach, kann davon ausgegangen werden, dass die Vitalitdit der NEM + Cd(ll)-Probe ab
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dem 4. Tag nur noch durch das Schwermetall Cd(ll) beeinflusst wurde. Auffallig ist der im
Vergleich zur NEM-Probe langsamere Wiederanstieg der Vitalitat bei gleichzeitiger
Belastung mit NEM und Cd(ll), was darauf hindeutet, dass die Detoxifikation von NEM in
Gegenwart von Cd(ll) in den Zellen beeintrachtigt wird. Ahnliche Tendenzen konnten bei
Belastung mit CDNB, welches lber den gleichen Mechanismus wie NEM entgiftet wird,
nicht gefunden werden. Somit ist eine befriedigende Aussage Uber eine Konkurrenzsituation
zwischen Xenobiotika und Cd(ll) in den Mooszellen nicht mdglich, obwohl die gegenseitige
Beeinflussung der Vitalitat durch NEM und Cd(ll) ein erster Hinweis auf konkurrierende
Detoxifikationsmechanismen sein konnte.

Vorraussetzung fur einen Vergleich der Vitalitat ist zudem eine gleiche Schadwirkung der
verschiedenen Substanzen. Fir die Beeintrachtigung des PS 1l kann es jedoch vielfaltige
Ursachen geben, wie Zerstbérung des Thylakoid-Membransystemes (Stoyanova und
Tchakalova, 1997), Beeinflussung der Antennenpigmente (Kupper et al., 1998), aber auch
Inhibierung von Enzymen (Clijsters und van Assche, 1985), die eine Erniedrigung der
photochemischen Ausbeute und somit der Vitalitdt verursachen. Mit der Messung der
Chlorophyll-Fluoreszenz kann man somit nicht sagen, ob NEM/CDNB und Cd(ll) im PS i
gleiche Angriffspunkte haben und inwiefern sich unterschiedliche Schadwirkungen bei den
Messungen addieren.

Ergdnzende Untersuchungen zu diesem Problem wurden mittels analytischer
Elektronenmikroskopie durchgefuhrt. Dazu wurélentinalis antipyreticazunachst 3 Tage

mit 100 uM CDNB bzw. NEM belastet, dann erfolgte die Zugabe von 100 uM Cd(ll). Trotz
der oben beschriebenen Abnahme des GSH-Gehaltes in den Zellen kam es zu einem
Transport von Cd(ll) in die Vakuolen der Mooszellen (Kap. 3. 4. 2, Abb. 40). Auch dieses
Ergebnis deutet darauf hin, dass der Transport von Cd(ll) nicht dem der Xenobiotika &hnelt.
Jedoch konnte auch eine geringe Menge an verfigbarem GSH zum Transport von Cd(ll) an
die Tonoplastenmembran ausreichen, wenn es an der Membran zur Aufldsung des Komplexes
kdme und nur freie Cd(ll)-lonen in die Vakuole transportiert werden wirden. Salt und
Wagner (1993) beschrieben den Cd(ll)-Transport durch den Tonoplast von Haferwurzeln
mittels einer V-Typ ATPase Uber einen pH-Gradienten. Sie bewiesen einen Gramicidin-
sensitiven CH#/H*-Antiport in Tonoplasten-angereicherten Vesikeln. Dieser Transporter
gehort nicht zur Klasse der GSH-S-Konjugat-Transporter, die durch Vanadat, aber nicht durch
H*-lonophore (Gramicidin) gehemmt werden kénnen.

Elektronenmikroskopische Untersuchungen mit Vanadat sollten in der vorliegenden Arbeit
weitere Aufklarung uber den Transportmechanismus von Cd(ll) in die Vakuolen von
Fontinalis antipyreticabringen. Vanadat gilt als Hemmstoff von ABC-Transportern und
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somit auch von GSH-S-Konjugat-Transportern. Da schon der Transport von Cd(ll) ins
Cytoplasma gehemmt wurde, konnte ein Einfluss auf den Cd(ll)-Transport in die Vakuole

nicht Uberprift werden. Molekularbiologische Experimente zur Isolierung eines GSH-S-

Konjugat-Transporters irFontinalis antipyretica der eine Funktion als Transporter fir

Cd(I-GSH-Komplexe aufweisen kénnte, zeigten bislang keinen Erfolg.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Schwermetall-Stress stellt ein wesentliches Problem im pflanzlichen System dar. Frihere
Studien mit terrestrischen und aquatischen Moosen beschréankten sich jedoch oft auf die
Nutzung dieser Organismen als Biomonitore und Bioindikatoren, mit denen die
Schwermetallbelastung natirlicher Standorte untersucht wurde. Die Charakterisierung der
biochemisch-physiologischen Reaktion dieser Pflanzen auf die Belastungssituation war dabei
von geringerem Interesse. In der vorliegenden Arbeit wurde mit dem Biomonitormoos
Fontinalis antipyreticagearbeitet. Hier zeigten sich schon in friheren Arbeiten von Bruns et
al. (1997, 2000b, c) deutliche Unterschiede in der Schwermetallantwort dieses Mooses im
Vergleich zur h6heren Pflanze.

Auf der Basis dieser Ergebnisse untersuchten wir die Akkumulation von Schwermetallen und
deren Wirkung auf die Vitalitdit und den Stoffwechsel ntinalis antipyretica wobel
gleichzeitig weitere Kenntnisse Uber den Mechanismus der Detoxifikation von

Schwermetallen erlangt werden sollten.

- Die Akkumulation der Schwermetalle Cd(ll), Pb(ll) und Zn(ll) erwies sich als zeit- und
konzentrationsabhangiger Prozess. Es kam bei allen Elementen zu einer schnellen Biosorption
an die Blattoberflache der Pflanzen. Das Gleichgewicht zwischen Medium und Oberflache
wurde nach maximal 4 Stunden erreicht.

Die Reihenfolge der Biosorptions-Kapazitat vémontinalis antipyreticalie? sich nach
Umrechnung auf 100 % Wiederfindung des jeweiligen Schwermetalls wie folgt festlegen:

= 25 uM:  Cd(I= Zn(ll) > Pb(ll)

= 100 uM:  Cd(ll) > Pb(ll) > Zn(ll)

= 500 uM:  Pb(ll) > Cd(ll) > Zn(ll).

Ein Vergleich der Adsorptionskapazitat des Mooses fur die Schwermetalle war jedoch
schwierig, zurlckzufiihren auf den unterschiedlichen Verlauf der Biosorption und die
differente Wiederfindung der Schwermetalle. Ein weiteres Problem war die Verwendung von
Freilandmaterial, auf welchem in Abhangigkeit vom Probenahmezeitpunkt unterschiedliche
Mengen an Elementen zu finden waren, die die Adsorption kompetetiv beeinflussen konnten.
Bei Cd(ll) und Zn(ll) wurde im Verlauf von 10 Tagen eine Abnahme der extrazellularen
Fraktion beobachtet. Weitere Versuche, bei denen die Cd(ll)-Belastung nach 2 Stunden
abgesetzt wurde, lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Aufnahme dieser Metallionen von
der Oberflache aus geschieht. Dies spricht fur eine Depotfunktion der Moosoberflache fir
Cd(lI).
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Pb(ll) zeigte ein anderes Adsorptionsverhalten als Cd(ll) und Zn(ll). Hier scheinen die lonen
eine sehr grof3e Affinitdt zur Oberflache zu besitzen, eine Aufnahme dieser Fraktion ins
Innere ist unwahrscheinlich. Dies spricht fir die hohere Mobilitat von Cd(Il) und Zn(ll) im
Gegensatz zu Pb(ll).

Eine Sattigung der Moosoberflache mit Cd(ll) oder Pb(ll) war im untersuchten
Konzentrationsbereich (25 — 400/500 puM) nicht zu beobachten. Bei Zn(ll) deutete sich eine
gewisse Sattigung der Kationen-Bindungsstellen mit steigender Schwermetall-Konzentration

an.

- Neben der Biosorption kam es zu einer Aufnahme aller drei Schwermetalle ins Zellinnere.
Diese erfolgte langsamer, bei Cd(ll) und Zn(ll) jedoch kontinuierlich Utber den
Versuchszeitraum von 10 Tagen hinweg. Im Gegensatz dazu kam es bei Pb(ll) zur Aufnahme
einer relativ grol3en Menge innerhalb der ersten 10 Minuten. Diese Fraktion blieb dann tber
10 Tage relativ konstant, vergleichbar mit dem Verhalten des extrazellularen Anteils. Nach
Umrechnung auf 100 % Wiederfindung wurde fur alle Schwermetall-Konzentrationen
(25/100/500 uM) folgende Aufnahmekapazitat véontinalis antipyretica festgelegt:

Pb(Il) > Cd(I)> zn(ll).

- Vergleichende Untersuchungen der Cd(ll)-Akkumulation zweier Arten KFontinalis
(Fontinalis antipyretica/ Fontinalis dalecarlica mit differenter Blattform sollten Aufschluss

Uber den Einfluss der Blattmorphologie auf das Akkumulationsvermdgen der Moose geben.
Die Blatter stellen beFontinalis die Organe der Stoffaufnahme dar. Unterschiede in der
Biosorption kdnnten einerseits auf eine differente Anzahl von Bindungsstellen fur Cd(ll) in
der Mooszellwand zurtickgefuhrt werden. Mdogliche Ursachen dafur sind artspezifische
Unterschiede in der Blattgrof3e, aber auch der Zellwand. Da Freilandmaterial verwendet
wurde, kann andererseits das natirliche Vorkommen kompetetiver Elemente auf der
Moosoberflache einen Einfluss auf die Biosorption von Cd(ll) zeigen. Die Aufnahme ins
Zellinnere kann wiederum auf Unterschiede des Standortes, aber auch der Physiologie der
Pflanzen zurtickgefuhrt werden.

Bei beiden Arten erfolgte eine zeit- und konzentrationsabhéangige Akkumulation von Cd(ll),
verbunden mit einer schnellen Biosorption und langsamen, kontinuierlichen Aufnahme.
Deutliche Unterschiede waren jedoch in der Grol3e von extra- und intrazellularer Fraktion zu
erkennen.Fontinalis dalecarlica die Art mit schmaleren Blattern, besald eine deutlich
geringere Adsorptions- und Aufnahmekapazitat. Bei Belastung mit 100 uM Cd(ll) waren

nach 4 Stunden 39 % des gesamt wiedergefundenen Cd(Il) biosorbierfEoftaialis
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antipyretica waren es immerhin 61 %. Das deutet auf einen signifikanten Einfluss der
Blattform und somit der Anzahl an Kationenbindungsstellen auf die Biosorption von
Schwermetallen hin. Auch der Verlauf der Biosorption war verschieden. Wahrend es bei
Fontinalis antipyreticainnerhalb von 10 Tagen zu einer Abnahme der extrazellularen
Fraktion kam, blieb diese béiontinalis dalecarlicarelativ konstant. Weiterhin war bei
Fontinalis dalecarlica im Konzentrationsbereich von 25-200 pM Cd(ll) eine gewisse
Sattigung der Oberflache mit den Metallionen zu beobachten, w&siknalis antipyretica

nicht der Fall war. Dies konnte wiederum auf die geringere Menge von Bindungsstellen in der
Zellwand beiFontinalis dalecarlicazurtickgefuhrt werden. Letztlich war der intrazellulare
Anteil bei Belastung mit 100 uM Cd(ll) bEontinalis dalecarlicageringer als berontinalis
antipyretica Jedoch waren die Unterschiede hier nicht so deutlich wie bei der extrazellularen
Fraktion.

Ein Vergleich mitFontinalis antipyreticaeines anderen Standortes lasst die Schlussfolgerung
zu, dass die Unterschiede bei der Akkumulation von Cd(ll) eher auf artspezifische
Differenzen der Zellwandzusammensetzung aufgrund der verschiedenen Blattmorphologie
zuruckzufihren sind. Standortspezifische Parameter scheinen keinen so grof3en Einfluss zu
haben.

Beide Moosarten reagierten auf die Belastung mit Cd(ll) mit einer Erh6hung des GSH-
Gehaltes, wobei deutliche Unterschiede in der Hohe des Ausgangsgehaltes und des Anstieges
zu beobachten waren. Dies sollte eher auf die Umweltbedingungen am Standort zurtickgefihrt
werden, da auch Pflanzen eines Standortes, d. h. einer Art in Abhangigkeit von der Zeit der
Probenahme einen unterschiedlichen Ausgangsgehalt und eine differente Reaktion in bezug
auf die Hohe des GSH-Gehaltes bei Cd(ll)-Belastung aufweisen kdénnen.

- Mittels analytischer Elektronenmikroskopie wurde die Kompartimentierung von
intrazellular angereichertem Cd(Il) untersucht. Cd(ll) konnte im Cytoplasma und in den
Vakuolen nachgewiesen werden. Der Vergleich von EEL-Standard-Spektren von
Cd(I/GSH-Komplexen mit denen der Cd(ll)-haltigen Niederschlage im Cytoplasma lassen
die Schlussfolgerung zu, dass Cd(ll) an thiolhaltige Peptide gebunden ist. Cd(ll) wird
offensichtlich in die Vakuole transportiert, wo es nicht mehr toxisch wirken kann. Ob der
Transport des Schwermetalls als Cd(ll)/GSH-Komplex oder nach Abspaltung des GSH als
freies Cd(I)-lon erfolgt, konnte mit dieser Methode nicht analysiert weldether Vakuole

wird Cd(ll) als anorganisches Phosphat abgelagert, eine Bindung an Thiolpeptide erfolgte
nicht. Diese Ergebnisse verbunden mit der Erhéhung des GSH-Gehaltes bei Cd(ll)-Belastung
und dem Fehlen von Phytochelatinen lassen die Schlussfolgerung zu, dass die Detoxifikation
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von Cd(ll) in Fontinalis antipyretica durch Komplexierung mit GSH und folgendem

Transport in die Vakuole erfolgt.

Cd(n, Pb(ll) und zn(ll) zeigten einen, wenn auch unterschiedlichen Einfluss auf wichtige
metabolische Prozesse voRontinalis antipyretica wie Photosynthese, Nitrat- und

Sulfatassimilation, Aminosaure- und Proteinbiosynthese.

- Cd(ll) und Pb(ll) schadigten Prozesse des PS Il, gemessen mittels der Chlorophyll-
Fluoreszenz als Parameter fir die Quantenausbeute der photochemischen
Energieumwandlung im PS Il. Im Bereich von 25 — 400 pM Cd(ll) kam es zu einer
konzentrationsabhangigen Abnahme der Chlorophyll-Fluoreszenz. 400 uM Cd(ll) fahrten
innerhalb von 10 Tagen zum vollstéandigen Vitalitatsverlust, d. h. die Prozesse im PS Il kamen
zum Erliegen. Toxische Effekte beim Schwermetall Pb(ll) waren erst bei einer Konzentration
von 500 uM zu beobachten. Die Chlorophyll-Fluoreszenz lag jedoch mit Werten von 80 —
93 % der Kontrolle im vitalen Bereich der Pflanze. Bei Belastung mit 25 — 500 uM Zn(lI)
war kein negativer Einfluss auf das PS 1l zu messen. Folgende Reihenfolge fir die
Schadigung des PS Il durch Schwermetalle lasst sich festlegen: Cd(ll) >> Pb(ll) > Zn(ll).

- Studien zur Inkorporation vottN-Stickstoff in Aminosauren und Proteine vBontinalis
antipyretica zeigten den Einfluss der Schwermetalle auf den Stickstoffmetabolismus. In
diesem Fall wurde der Einbau vbiN in die Aminoséure- und Protein-Fraktion durch Cd(ll),
Pb(ll) und Zn(ll) gehemmt, wobei eine konzentrationsabhangige Abnahme festgestellt wurde.
Auch hier konnte man eine deutliche Reihung der Schadigung erkennen: Cd(ll) >> Pb(ll) >
Zn(ll). Aufgrund der Beeinflussung dieser Prozesse durch alle drei Elemente kann man
schlussfolgern, dass die Systeme der Nitratassimilation, Aminosaure- und Proteinbiosynthese

von Fontinalis antipyreticasehr sensitiv auf Schwermetall-Stress reagieren.

- Bei Belastung vorrontinalis antipyreticamit Schwermetallen kommt es zum Anstieg des
GSH-Spiegels. Voraussetzung fur eine verstarkte GSH-Biosynthese ist eine erhdhte
Sulfatassimilation. Deshalb wurde der Einfluss von Cd(ll) auf den Schwefelmetabolismus in
Abhéangigkeit von der Versorgung der Pflanzen mit Sulfat untersucht. Messungen des
Sulfatgehaltes des Mooses bei Cd(ll)-Belastung zeigten eine deutliche Aktivierung dieses
Prozesses. Kurzzeitiger Sulfatmangel hatte hierbei keinen Einfluss auf die Hohe des
synthetisierten GSH. Der intrazellulare Sulfatpool von 3 — 4 umol/g FM scheint bei einer
Exposition mit Cd(Il) tber 14 Tage zur GSH-Erhdhung auszureichen. Auch die Chlorophyll-
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Fluoreszenz (Einfluss auf das PS I1l) zeigte sich bei Cd(ll)-Belastung uber 10 Tage
unabhangig von der Sulfat-Konzentration des Mediums.

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der Sulfat-Gehalt des Mooses durch Schwefelmangel tber
38 Tage bis auf 0,77 umol/g FM abgesenkt. Das Moos kann solch lange S-Mangel-Perioden
ohne  Vitalitatsverlust  (Chlorophyll-Fluoreszenz)  Uberdauern, jedoch  werden
Sulfatassimilation und Thiol-Biosynthese ,herunter reguliert*. Nach Zugabe des Nahrstoffes
reagierte das Moos mit einer schnellen Auffullung von Sulfat- und Thiol-Pool innerhalb eines
Tages. So scheinen Sulfataufnahme und —assimilation doch von der externen Sulfat-
Konzentration abzuhangen. Diese schnelle Aktivierung dieser Prozesse ermdglichte dem
Moos eine effektive Reaktion bei gleichzeitiger Belastung mit Cd(ll) nach Schwefelmangel.
Wurde das Moos wahrend einer langfristigen Sulfatmangel-Periode mit Cd(ll) exponiert,
konnte es, wenn auch nicht in demselben MalRe wie eine sulfatversorgte Pflanze, mit einer
Erh6hung der Sulfatassimilation und folglich einem Anstieg des GSH-Spiegels reagieren. Das
war jedoch mit einer deutlich starkeren Schadigung des PS Il verbunden, was auf eine
ineffizientere Detoxifikation von freien Cd(ll)-lonen im Cytoplasma durch GSH hinweist.
Diese Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass GSH eine wichtige Rolle bei der

Entgiftung von Cd(Il) zukommt.

- Wegen einer moglichen Konkurrenz von Cd(ll) und Xenobiotika um GSH-Molektle im
Zuge der Detoxifikation in den Zellen vdtontinalis antipyreticawurden Modellsubstanzen

fur Xenobiotika, wie CDNB und NEM genutzt, um den Mechanismus der Cd(ll)-
Detoxifikation néher zu beschreiben. Gleichzeitig erhielten wir Ergebnisse der Wirkung
dieser organischen Substanzen auf die Vitalitdt (PS Il) und den GSH-Gehalt des Mooses.
NEM und CDNB bewirkten eine konzentrationsabhéngige Abnahme der Chlorophyll-
Fluoreszenz, was ihren negativen Einfluss auf die Photosynthese deutlich macht. CDNB
erwies sich hierbei als die toxischere Verbindung. Bei Belastung mit 50 uM CDNB kamen
die photosynthetischen Prozesse innerhalb von 7 Tagen zum Erliegen. Bei NEM und bei
geringeren Konzentrationen an CDNB konnte jedoch ein Wiederanstieg der Chlorophyll-
Fluoreszenz beobachtet werden. Das deutet auf eine effektive Detoxifikation dieser
Substanzen durchontinalis antipyreticahin. Durch Belastung mit NEM und CDNB kam es
weiterhin zu einer Abnahme des intrazellularen GSH-Gehaltes. Diese Ergebnisse lassen die
Schlussfolgerung zu, dass diese Modellsubstanzen nach Konjugation an GSH als Komplex in
die Vakuole transportiert werden, wo sie nicht mehr toxisch wirken. In Abhangigkeit von der

Konzentration dieser Schadstoffe konnten Schadigungen im PS Il wieder regeneriert werden.
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Die Detoxifikation von CDNB/NEM und Cd(ll) ifFontinalis antipyreticascheint von der
Verfugbarkeit von GSH abhéangig zu sein. Deshalb kdnnte es bei gleichzeitiger Exposition mit
diesen Substanzen im Zuge der Entgiftung zu einer Konkurrenz um GSH-Molekiile in der
Zelle kommen, die sich auf die Vitalitat des Mooses, aber auch die Kompartimentierung von
Cd(ll) auswirken konnte. Die Akkumulation von Cd(Ill) wurde durch die organischen
Verbindungen nicht beeinflusst. Trotz erster Hinweise auf einen mdglichen gegenseitigen
Einfluss von NEM und Cd(ll), konnten keine signifikanten Unterschiede in bezug auf die
Beeintrachtigung des PS Il gefunden werden. Auch die Kompartimentierung von Cd(ll) in der

Vakuole wurde durch die Xenobiotika nicht beeinflusst.

- Die Ergebnisse dieser Arbeleuten darauf hin, dag®ntinalis antipyreticam Gegensatz

zu hoheren Pflanzen einen anderen Mechanismus fur die Detoxifikation von Schwermetallen
entwickelt hat. Hierbei kbnnte GSH eine wichtige Rolle als Chelator fir diese Elemente
zukommen. Abb. 51 zeigt die Mdoglichkeiten der Entgiftung von Cd(ll)Fontinalis

antipyretica

Cd 2+ Cd 2+ Cd 2+

| | i
/ cd> cd* cd? \

/ 2 GSH \
PC o 1t
2H*
Metallothioneine? Cd-PC GS-Cd-SG
Metallbindende Proteine? PC-Synthase? / \(V 2GSH
Stress-Proteine?
GS-CId-SG C|d 2+
ERE
Cd?* + 2 GSH Cdz*
\ Cytoplasma Vakuole/

\ Zellwand /

Abb. 51. Mdglichkeiten der Detoxifikation von Cd(ll)/Schwermetallen im aquatischen Moos
Fontinalis antipyretica
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Cd(ll) wird in den Zellen vonFontinalis antipyreticaakkumuliert. Die physiologisch
biochemische Reaktion des Mooses auf intrazellular angereichertes Cd(ll) besteht in einer
Erhdhung des GSH-Gehaltes. Phytochelatine wurden nicht gefunden. Es konnte eine
Komplexierung an GSH und ein Transport in die Vakuole erfolgen. Ob dieser Transport als
Cd(Il)/GSH-Komplex oder nach Freisetzung des Cd(ll) an der Tonoplasten-Membran als
freies Cd(ll)-lon erfolgt, konnte in diesem Zusammenhang nicht geklart werden. Beide Wege
wiurden  jedoch  entsprechend gegenwartiger Literaturbefunde  unterschiedliche
Transportsysteme erfordern.

Zur Beantwortung der Fragen nach der Transportform von Cd(ll) in den Zelldfonbtinalis
antipyreticasollten sich zuktinftige Untersuchungen auf die Isolierung und Charakterisierung
von  Cd(Il)-Transportern  der  Vakuolenmembran konzentrieren. Der Einsatz
molekularbiologischer Methoden bietet sich an, da in der Literatur viele Anhaltspunkte zu
diesem Problem gegeben sind. So ware die Erstellung einer cDNA-Bank eine wichtige
Vorraussetzung zum Gennachweis far vakuolare Cd(l)-Transporter.
Transportuntersuchungen mit Cd(Il)/GSH-Komplexen an isolierten Vakuolen bzw.
Membranvesikeln wirden das Bild zum Cd(ll)-Transport vervollstandigen.

Interessant ist eine fortflihrende Erforschung der Rolle des GSH bei der Entgiftung von Cd(ll)
und anderen Schwermetallen. Durch die Anwendung der Einzelzellanalytik wéare der
Nachweis von Cd(Il)/GSH-Komplexen in einzelnen Zellkompartimenten mdoglich. Durch
Nutzung der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie in Verbindung mit dimevivo
Derivatisierung des GSH mit z. B. fluoreszenzaktiven Substanzen kbénnte die
Kompartimentierung und quantitative Bedeutung des GSH untersucht werden. Auch die
Beeinflussung der Regulation der GSH-Biosynthese durch Schwermetalle wirde einen
weiteren Einblick in die Wechselwirkung von GSH und Schwermetallen unter
Stressbedingungen bieten. Da die Regulierung von Stoffwechselprozessen oft Uber die
Enzyme erfolgt, sollte die Isolierung und Charakterisierung dieser Molekile auf
molekularbiologischer und proteinbiochemischer Grundlage ein weiterer Schwerpunkt
kunftiger Arbeiten sein.

Phytochelatine wurden iRontinalis antipyreticanach Belastung mit Schwermetallen nicht
nachgewiesen. Dennoch ware es mdglich, dass das Gen fur die PC-Synthase auf der
chromosomalen DNA existiert. Wird dieses Gen jedoch nicht exprimiert, kbnnen keine
Phytochelatine in den Zellen des Mooses synthetisiert werden. Die molekularbiologische
Suche nach der Phytochelatin-Synthase wirde einen Aufschluss Uber die Regulation der
Cd(I-Detoxifikation auf der Genebene, aber auch tber eine evolutionare Entwicklung dieses
Prozesses im Pflanzenreich geben.
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Die Aufrechterhaltung und Erhéhung der Sulfatassimilation ist eine elementare Grundlage fur
den Anstieg der GSH-Biosynthese bei Schwermetall-Stress. Erste Ergebnisse zum Einfluss
der Versorgung vorfFontinalis antipyreticamit Sulfat auf die Reaktion der Pflanzen auf
Cd(In-Belastung konnten in der vorliegenden Arbeit erlangt werden. Dennoch sollte dieser
fur die Entgiftung von Schwermetallen wahrscheinlich wichtige Prozess naher charakterisiert
werden, v. a. in Bezug auf die Regulation der Enzyme bei Belastung mit Schwermetallen.
Dabei konnten wiederum molekularbiologische und proteinbiochemische Methoden zum
Einsatz kommen.

Das Wassermodsontinalis antipyreticdiegt fur diese Arbeiten nur als Freilandmaterial vor,

was viele Nachteile mit sich bringt, die v. a. in der Insterilitat der Proben begriindet sind.
Empfehlenswert ware es, ein anderes Moos, Rhgscomitrella patengu nutzen, das in
Sterilkultur vorliegt. Des weiteren ist dieses Moos molekularbiologisch bereits sehr gut
charakterisiert, was eine leichtere gentechnische Bearbeitung der genannten Schwerpunkte fir
zukunftige Arbeiten moglich macht. Vorraussetzung fur die Nutzung einer anderen
Moosspezies ist natirlich die gleiche physiologische Reaktion bei der Exposition mit

Schwermetallen.
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Anhang A

Anhang A — Rohdaten

Tab. 1. Cd(Il)-Gehalte inFontinalis antipyretica(Wipper) nach Belastung mit 25 und
200 pM Cd(ll) in [% des wiedergefundenen Cd(ll)] bzw. [umol/g FM]. (Kap. 3. 1. 1)

a) 25 uM Cd(ll)
Zeit Cd(l)-Gehalt
Extra Intra
[h] [%] [umol/g FM] [%] [umol/g FM]
0 26 0,34 0 0
2 79 1,36 7,6 0,13
4 83 1,84 7,7 0,17
6 85 2,04 7,5 0,18
8 80 1,18 13,5 0,20
10 82 15 14,7 0,27
12 76 1,19 20,5 0,32
24 78 0,87 17,0 0,19
b) 200 puM Cd(ll)
Zeit Cd(l)-Gehalt
Extra Intra
[h] [%] [umol/g FM] [%] [umol/g FM]
0 16 2,79 0 0
2 57 12,38 51 1,11
4 54 11,36 4,5 0,94
6 56 11,15 6,2 1,24
8 54 10,83 7,2 1,46
10 58 12,37 8,1 1,72
12 51 9,33 11,3 2,04
24 52 9,87 12,5 2,35




Anhang A

Tab. 2. GSH-Gehalte inFontinalis antipyretica(Helbe) nach Belastung mit 25, 100 bzw.
500 uM Zn(ll) in [umol/g FM]. (Kap. 3. 1. 2). Standardabweichungen wurden fir jeweils
einen Messpunkt bestimmt, n = 5.

Zeit GSH-Gehalt[pmol/g FM]
25 uM Zn(ll) 100 puM Zn(ll) 500 uM Zn(ll)
Oh 0,195 0,180 0,180
10 min 0,167 0,194 0,140
20 min 0,192 0,173 0,154
30 min 0,219 0,182 0,166
4 h 0,195 0,157 0,243
1d 0,171 0,184 0,244
2d 0,170 0,160 0,314
3d 0,158 0,203 0,410
5d 0,164 0,178 0,251
10d 0,142 0,134 0,295
SD 0,014 0,033 0,064
SE 7,8 15,9 20,0
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Tab. 3. GSH-Gehalte inFontinalis antipyretica(Helbe) nach Belastung mit 25, 100 bzw.
500 puM Pb(Il) in [umol/g FM] (Kap. 3. 1. 2). Standardabweichungen wurden fiur jeweils
einen Messpunkt bestimmt, n = 5.

Zeit GSH-Gehalt[pmol/g FM]
25 uM Pb(ll) 100 uM Pb(ll) 500 uM Ph(ll)
Oh 0,133 0,095 0,147
10 min 0,106 0,136 0,125
20 min 0,180 0,091 0,201
30 min 0,065 0,094 0,148
4 h 0,082 0,143 0,158
1d 0,138 0,133 0,410
2d 0,230 0,211 0,418
3d 0,206 0,264 0,445
5d 0,158 0,307 0,417
10d 0,282 0,513 0,562
SD 0,027 0,018 0,039
SE 14,2 8,5 9,7
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Tab. 4. Vitalitat von Fontinalis antipyretica bei Belastung mit Pb(ll) bzw. Zn(ll)
verschiedener Konzentrationen. Yield in [% der Kontrolle], n = 5. n. b. — nicht bestimmt.
(Kap. 3. 2)

a) Pb(l)
Konzentration Yield[% der Kontrolle]
1d | 2d 3d| 4d 5d 6d 7 8d 9d 10d
25 uM Pb(Il) 96 | 100, 101, 98 98, 101 99
SD 5,2 0,6 2,6 1,7 2,1 0,4 15
50 uM Pb(Il) 102 99 100 99 99 102 98
SD 1,2 08 17 12 21 16 06
100 uM Pb(lI) 103 100 99 97 100 100 98
SD o5 06 21 26 09 038 2,0
500 puM Pb(Il) 83 93 90 90 85 85 87 92 n.b. 80
SD 43 26 16 22 14 16 14 14 nb. 53
b) Zn(ll
Konzentration Yield[% der Kontrolle]

1d | 2d 3d| 4d 5d 6d 7 8d 9d 10d

25uMzZn(ll) | 104 101 102 98 101 99  9C

SD 10 23 15 1,0 15 09 07
50 uM zn(ll) | 102 | 101] 99| 97| 102 99 100
SD 17 12 14 10 05 0,7 08
100 uM Zn(ll) | 106 . 100 97 99 100 100 98
SD 11 1,3 15 1,00 12 04 11

500pMzn(l) | 97 97 96 94 83 n.b 97 78 96 98

SD 1,9 1,4 2,2 1,7 43 nb 25 004 14 1,8

A2
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Tab. 5. Sulfatgehalt des Mediums bei Belastung mit 200 uM Cd(ll) in Abhangigkeit von der
Ernahrung mit Sulfat in [uM]. Standardabweichungen wurden fir jeweils einen Messpunkt
bestimmt (n = 5). (Kap. 3. 3. 1)

Zeit Sulfat [uM]
Reihe B Reihe D
(500 pM SQO puM Cd(ll) | (500 uM S@200 pM Cd(ll)

Oh 420 581
0,5h 470 468
1h 467 486
1,5h 464 473
2h 443 484
4 h 444 456
6 h 446 467
8h 436 332
12 h 443 447
1d 425 464
2d 437 449
6d 459 447
10d 438 454
14d 429 421
SD 64,5 41,2
SE 14 8
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Tab. 6. Cd(ll)-Gehalt bei Belastung mit 200 uM Cd(Il) in Abhangigkeit von der Ernahrung
mit Sulfat in [umol/g FM]. (Kap. 3. 3. 1). Standardabweichungen wurden fur jeweils einen
Messpunkt bestimmt (n = 5).

Zeit Cd(In-Gehalt [umol/g FM]
200 uM Cd(I1)/ 0 uM S@ | 200 uM Cd(Il)/ 500 uM S©
Extra Intra Extra Intra
Oh 3,17 0,036 2,67 0,024
30 min 16,32 0,364 9,57 0,172
1h 13,35 0,531 10,29 0,242
2h 13,56 0,716 9,34 0,388
5h 13,43 1,25 8,60 0,677
10 h 14,87 1,68 9,96 1,06
1d 12,47 2,46 11,49 1,93
2d 12,37 3,19 11,02 2,12
6d 11,1 3,37 9,19 2,50
10d 7,76 3,82 6,06 3,38
14 d 6,81 4,56 6,94 4,38
SD 0,491 0,026 0,504 0,017
SE 6,9 5,6 4,6 7,1

Tab. 7. Vitalitat von Fontinalis antipyreticawéhrend Kultivierung in Knop-Medium mit
192 uM Sulfat/ ohne Cd(ll) (Kontrolle) in Yield (n = 5). (Kap. 3. 3. 1)

Zeit 0d 1d 2d 3d 4d 7d 8d 9d 10d
Yield 0,68 0,73 0,73 0,76 0,74 0,73 0,68 0,13 0,73
SD 0,000 | 0,006, 0,012 0,012 0,007 0,015 0,033 0,015 0,008
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Tab. 8. Gehalte an Cyg—EC, GSSG irFontinalis antipyreticabzw. Sulfat im Medium nach
Sulfatmangel (38 Tage) und Zugabe von Cd(Il) und/oder Sulfat in [umol/g FM] bzw. [uM].

(Kap. 3. 3. 2)

a) Cys
Zeit Cys-Gehalt[umol/g FM]
0 uM Ccd(ly/ 100 uM Cd(Il)/ | O uM Cd(I)/ | 100 pM Cd(ll)/
0 UM SQ 0 UM SQ 500 M SQ 500 M SQ
Oh 0,025 0,032 0,032 0,014
30 min 0,043 0 0,028 0,033
2h 0,029 0 0,032 0,024
6 h 0,027 0,028 0,031 0,044
1d 0,026 0,054 0,060 0,34
2d 0,029 0,15 0,054 0,43
3d 0,019 0,15 0,047 0,11
6d 0,014 0,13 0,026 0,31
10d 0,019 0,13 0,016 0,25
22 d 0,017 0,074 0,014 0,33
b) yv-EC
Zeit y—EC-Gehalt[umol/g FM]
0 uM Cd(iy/ 100 pM Cd(y/ 0 uM Cd(iy/ | 100 uM Cd(ly/
0 UM SQ 0 UM SQ 500 M SQ 500 pM SQ
Oh 0 0 0 0
30 min 0 0 0 0
2h 0 0 0 0
6 h 0 0 0 0
1d 0 0,017 0 0,044
2d 0 0,075 0 0,13
3d 0 0,16 0 0,027
6d 0 0,25 0 0,33
10d 0 0,21 0 0,41
22 d 0 0,041 0 0,81
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c) GSSG
Zeit GSSG-Gehalfumol/g FM] bzw. [% von Gesamt-GSH]
0 uM Cd(Iny/ 100 puM Cd(ny/ 0 uM Cd(ny/ 100 puM Cd(ny/
0 puM SQ 0 uM SQ 500 uM SQ 500 uM SQ
[umol/g FM] | [%]| [umol/g FM]| [%] | [umol/g FM]| [%]| [umol/g FM] [%]
Oh 0,013 12 0,025 21 0,012 13 0,005 7
30 min 0,042 15 0,017 10 0,010 12 0,013 9
2h 0,043 30 0,024 14 0,014 10 0,019 20
6 h 0,036 29 0,016 15 0,019 17 0,026 16
1d 0,023 22 0,023 19 0,015 5 0,064 18
2d 0,027 25 0,041 12 0,025 10 0,054 9
3d 0,020 22 0,056 16 0,022 D 0,15 9
6 d 0,019 33 0,038 14 0,038 24 0,13 14
10d 0,030 34 00,033 14 0,008 5 n. b. n. b.
22d 0,019 33 00,016 17 0,014 13 0,021 2
d) Sulfat
Zeit Sulfat-Gehalt[uM]]
0 uM Cd(lny/ 100 uM Cd(Iny/ O puM Cd(ly/ | 100 uM Cd(lry/
0 uM SQ 0 uM SQ 500 uM SQ 500 uM SQ
Oh 0 0 484 462
30 min 451 452
2h 0 0 423 444
6 h 404 432
1d 398 464
2d 0 0 348 421
3d 355 394
6d 393 370
10d 383 369
22 d 0 0 411 419
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Tab. 9. GSH- und Sulfat-Gehalt bzw. Vitalitat véfontinalis antipyreticanach Sulfatmangel
(45 Tage) und Zugabe von Cd(Il) und/oder Sulfat in [umol/g FM], n = 3 bzw. [Yield], n = 5.
(Kap. 3. 3. 2). (0 d Zugabe von Sulfat; O,dZugabe von Cd(ll) = 1 d Sulfat).

a) Sulfat
Zeit Sulfat-Gehalt[pmol/g FM]
0 uM Cd(lny/ 100 puM Cd(ny/ 0 uM Cd(ny/ 100 puM Cd(ny/
0 uM SQ 0 uM SQ 500 uM SQ 500 uM SQ

[umol/g | SD [umol/g| SD [umol/g SD [umol/g SD
FM] FM] FM] FM]

0dy 0,30 0,08 0,24 0,00 0,58 0,06 0,60 0,14
0d 0,29 0,09 0,36 0,14 2,52 0,76 2,48 0,36
1d 0,27 0,09 0,37 0,10 2,33 0,0% 3,21 0,18
2d 0,12 0,02 0,21 0,10 2,51 0,40 1,69 0,28
3d 0,05 0,00 0,14 0,02 3,19 0,3% 2,43 0,43
4d 0,31 0,08 0,11 0,00 3,22 0,02 3,74 0,19
5d 0,13 0,03 0,11 0,00 2,70 0,23 2,10 0,30
6d 0,18 0,01 0,05 0,01 3,03 0,30 2,75 0,50
7d 0,30 0,005 0,06 0,01 3,13 0,50 2,04 0,32
8d 0,25 0,16 0,12 0,02 2,87 0,72 1,90 0,42
9d 0,18 0,06 0,11 0,04 2,63 0,1% 1,98 0,12
10d 0,28 0,02 0,14 0,07 3,27 0,27 2,34 0,47
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b) GSH

Zeit GSH-Gehalt[umol/g FM]

0 uM cd(iny/ 100 pM Cd(Iy/ 0 uM cd(Iny/ 100 pM Cd(Ily/

0 M SQ 0uM SQ 500 uM SQ 500 M SQ
[umol/g | SD [Lmol/g SD [Lmol/g SD [Lmol/g SD

FM] FM] FM] FM]
0d 0,048 0,008 0,062 0,006 0,057 0,015 0,031 0,000
0d 0,046 | 0,006 0,071 0,011 0,132 0,025 0,07[7 0,010
1d 0,028 | 0,003 0,104 0,026 0,118 0,003 0,130 0,015
2d 0,030 | 0,009 0,107 0,033 0,155 0,027 0,244 0,070
3d 0,015 0,006 0,075 0,016 0,174 0,020 0,398 0,025
4d 0,040 0,003 0,166 0,017 0,138 0,040 0,406 0,019
5d 0,040 | 0,009 0,132 0,013 0,165 0,016 0,34p 0,030
6d 0,025 | 0,006 0,078 0,012 0,135 0,004 0,498 0,091
7d 0,028 0,004 0,162 0,021 0,095 0,011 0,47 0,052
8d 0,024 0,002 0,176 0,00 0,095 0,005 0,52p 0,043
9d 0,026 | 0,001 0,208 0,017 0,065 0,011 0,538 0,030
10d 0,017 | 0,005 0,256 0,017 0,097 0,013 0,564 0,067
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c) Vitalitat
Zeit Vitalitat [Yield]
0 uM Cd(lny/ 100 puM Cd(ny/ 0 uM Cd(ny/ 100 puM Cd(ny/
0 uM SQ 0 uM SQ 500 uM SQ 500 uM SQ
[Yield] SD [Yield] SD [Yield] SD [Yield] SD
0d, 0,58 0,027 0,55 0,12 0,60 0,072 0,60 0,080
0d 0,62 0,050 0,53 0,11 0,60 0,062 0,59 0,080
1d 0,61 0,032 0,17 0,077 0,63 0,071 0,29 0,045
2d 0,53 0,089 0,23 0,091 0,68 0,060 0,41 0,10
3d 0,50 0,070 0,11 0,043 0,70 0,044 0,42 0,055
4d 0,53 0,12 0,09 0,043 0,68 0,022 0,44 0,092
5d 0,57 0,071 0,10 0,037 0,68 0,023 0,37 0,11
6 d 0,53 0,10 0,14 0,056 0,69 0,037 0,34 0,059
7d 0,55 0,035 0,07 0,071 0,71 0,021 0,32 0,066
8d 0,52 0,088 0,09 0,041 0,71 0,012 0,338 0,062

Tab. 10. N-Haufigkeit in der NPN- und PN-Fraktion vdfontinalis antipyreticaohne
Cd(Il) bzw. nach Belastung mit 50 uM Cd(ll) in [at.-% exc.], n = 3. (Kap. 3. 5)

Zeit 15N-Haufigkeit [at.-% exc.]
Kontrolle 50 uM Cd(ll)
NPN SD PN SD NPN SD PN SD

5h 0,04 0,00007 0,044 0,00009 0,019 0,00017 0,034 0,00009
10 h 0,056 | 0,0001848 0,051 0,00009 0,08 0,00007 0,034 0,00008
1d 0,144 | 0,0003168 0,106 0,00034 0,099 0,00052 0,057 0,00019
2d 0,171 | 0,0005985 0,08 0,0008 0,114 0,00072 0,063 0,00026
5d 0,367 | 0,0013579 0,223 0,00051 0,165 0,00045 0,113 0,00019
10d 0,781 | 0,001562 0,667 0,00027 0,110 0,00043 0,091 0,00028
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Tab. 11. Cd(ll)-Gehalt vonFontinalis antipyreticanach Belastung mit Metolachlor und
Cd(Il) (3 Tage) (je 100 uM) in [% des wiedergefundenen Cd(Il)]. (Kap. 3. 6)

Probe Cd(IN-Gehali[%]
Extra Intra
Cd(In 57 23
Metola 1 + Cd(ll) 69 19
Metola 2 + Cd(ll) 54 25

Tab. 12.Vitalitat von Fontinalis antipyreticanach Belastung mit 25 bzw. 50 uM Metolachlor
(1 Tag) und folgender Zugabe von 50 uM Cd(Il) in [% der Kontrolle], n = 5. (Kap. 3. 6)

Probe _Yield [% der Kontrolle]
1d/0d 1d 2d 3d 4d 5d 6 9d 10d
Metola 25 103,3 100,3 100,6 100,3 98,9 104,2 97,9 96,5 101,7
SD 1,6 14 12 22 2.3 0,7 1, 24 0,8
Metola 25 + Cd(ll) | 103,7 951 86,1 819 806 76,7 73,7 584 583
SD 0,5 24 65 53 1,7 3,9 2, 34 30
Metola 50 101,4 99,7, 100,9 100,8 94,4 101,7 99,2 96,5 994
SD 1,2 23 15 08 19 17 1, 22 17
Metola 50 + Cd(ll) | 99,5 92,3 90,6 80,8 719 776 61 66,2 62,5
SD 2,5 44 49 53 7,2 3,8 2f 43 48
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Anhang B — Standardabweichungen

Tab. 1. Standardabweichungen der Cd(Il)-Akkumulation von Helbe- und Wippermaterial bei
Belastung mit 100 uM Cd(ll) (Cd(ll) in pmol/g FM, n=5).

Standort Standardabweichung
Medium Extrazellular Intrazellular
SD SE SD SE SD SE

Wipper

1h 0,134 3,3 0,229 51 0,02 6,6

6 h 0,183 7,5 0,257 4,1 0,098 12,2
Helbe

2d 0,116 3,3 0,367 5,8 0,032 1,21

8d 0,254 8,2 0,113 2,0 0,249 5,9

Tab. 2. Standardabweichungen der Cd(ll)-Akkumulation von Helbe- und Wippermaterial bei
Belastung mit 100 uM Cd(ll) (Cd(ll) in % des wiedergefundenen Cd(ll), n=5).

Standort Standardabweichung
Medium Extrazellular Intrazellular
SD SE SD SE SD SE
Wipper
1h 1,5 3,9 1,7 3,0 0,2 8,4
6 h 1,8 7,1 1,0 15 0,9 11,1
Helbe
2d 1,4 4,9 1,8 3,6 0,5 2,5
8d 1,9 7,9 0,8 1,8 1,8 54
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Tab. 3. Standardabweichungen der Cd(ll)-Akkumulation von Helbematerial bei Belastung
mit 25, 200 und 400 uM Cd(ll) (n=5).

a) Cd(ll) in % des wiedergefundenen Cd(ll)

Cd(In- Standardabweichung
Konzentratior _Medium Extrazellular Intrazellular

SD SE SD SE SD SE

25uM
4h 15 7,9 2,4 3,6 1,2 7,7

200 uM
1d 2,2 51 2,5 5,8 0,6 3,6

400 uM
2d 0,6 1,6 1,0 2,0 0,9 7,4

b) Cd(Il) in umol/g EM

Cd(In- Standardabweichung
Konzentration _Medium Extrazellular Intrazellular
SD SE SD SE SD SE

25 uM

4h 0,029 8,7 0,072 6,1 0,031 11,1
200 uM

1d 0,465 6,2 0,410 55 0,160 5,8
400 uM

2d 0,386 2,2 0,392 1,9 0,452 8,4
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Tab. 4. Standardabweichungen bei Belastung von Helbematerial mit 25, 100 und 500 pM
Zn(ll) (n=5).

a) Zn(ll) in % des wiedergefundenen Zn(ll)

Zn(l)- Standardabweichung
Konzentratior _Medium Extrazellular Intrazellular
SD SE SD SE SD SE

25uM

1d 0,9 57 2,4 2,5 1,7 6,9
100 uM

2d 0,8 2,6 2,2 5,0 2,5 10,2
500 uM

5d 2,8 54 3,0 6,8 0,3 8,4

b) Zn(1l) in umol/g FM

Zn(l)- Standardabweichung
Konzentration _Medium Extrazellular Intrazellular
SD SE SD SE SD SE

25 uM

1d 0,019 56,2 0,027 2,9 0,039 8,8
100 uM

2d 0,127 4,4 0,170 4,0 0,310 13,6
500 uM

5d 1,390 5,6 1,520 7,2 0,687 7,4
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Tab. 5. Standardabweichungen bei Belastung von Helbematerial mit 25, 100 und 500 pM
Pb(ll) (n=5).

a) Pb(ll) in % des wiedergefundenen Ph(ll)

Pb(ll)- Standardabweichung
Konzentratior _Medium Extrazellular Intrazellular

SD SE SD SE SD SE

25uM
1d 0,2 12,6 15 14,5 1,6 1,8

100 uM
2d 1,3 37,5 4,7 15,5 4,3 6,4

500 uM
3d 0,7 29,8 4,2 16,2 3,5 4,9

b) Pb(Il) in umol/g FM

Pb(ll)- Standardabweichung
Konzentration _Medium Extrazellular Intrazellular
SD SE SD SE SD SE

25 uM

1d 0,006 14,4 0,037 15,2 0,071 3,5
100 uM

2d 0,062 30,4 0,326 17,5 0,428 10,3
500 uM

3d 0,092 24,9 1,350 28,4 1,630 12,8
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Tab. 6. Standardabweichungen der Cd(ll)-Akkumulation vBantinalis dalecarlicabei
Belastung mit 25, 100 und 200 uM Cd(ll) (n=5).

a) Cd(ll) in % des wiedergefundenen Cd(ll)

Cd(In- Standardabweichung
Konzentratior _Medium Extrazellular Intrazellular
SD SE SD SE SD SE
25uM
2h 6,7 16,5 55 10,3 0,8 10,0
10 h 1,8 7,5 3,4 59 2,0 11,9
100 uM
1d 1,6 3,6 1,2 2,8 1,4 12,7
7d 1,4 4,4 1,6 3,5 0,5 2,0
200 uM
2h 1,0 1,6 1,0 2,9 0,3 5,2
10 h 3,4 6,9 4,2 9,8 0,9 8,9
b) Cd(ll) in pmol/g FM
Cd(In- Standardabweichung
Konzentratior _Medium Extrazellular Intrazellular
SD SE SD SE SD SE
25uM
2h 0,170 16,0 0,178 12,8 0,028 13,3
10 h 0,058 10,0 0,140 10,0 0,058 14,4
100 uM
1d 0,209 3,7 0,248 4,6 0,186 13,6
7d 0,173 4,2 0,261 4,4 0,088 2,8
200 uM
2h 0,269 2,1 0,244 3,3 0,066 6,0
10 h 0,702 6,9 0,732 8,3 0,186 9,0
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Tab. 7. RelativeStandardabweichungen von Thiolen und Sulfat (n=5).

Thiole

Relative Standardabweichung SE

0 UM SQ/ 500uM SQ/ | OuMSQ/ | 500 uM SQ/
0 puM Cd(ll) 0 pM Cd(ll) | 200 uM Cd(ll) | 200 pM Cd(lr)
Cys 21 26 16 18
v-EC 0 0 0 15
GSH 5 26 12 18
GSSG 18 26 12 25
Sulfat 11 6 8 4
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