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Zusammenfassung

Moose werden aufgrund ihrer vorteilhaften Eigenschaften schon seit vielen Jahren als
Bioindikatoren verwendet (Dolegowska et al. 2014). Dabei sind das Fehlen einer echten
Kutikula, der gute lonen-Austausch, ihre weite Verbreitung in der Natur sowie in industriellen
Standorten, nur einige Aspekte, weshalb sie fiir die Bestimmung der Luftqualitdt, sowie
Schwermetallbelastung in der Atmosphére eingesetzt werden (Markert 2003; Dolegowska et
al. 2014). Schwermetalle in der Umwelt spielen dabei eine immer groRRere Rolle, nicht zuletzt
da durch den menschlichen Einfluss das Vorkommen an Metallen in unserer Umwelt
zugenommen hat (Stankovié¢ et al. 2018). Einige Schwermetalle gelten als essentielle
Spurenelemente (Nagajyoti et al. 2010). In zu hohen Dosen jedoch kdénnen sie toxisch wirken
(Nagajyoti et al. 2010). In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt der Schwermetalle Kupfer,
Mangan, Eisen und Antimon- als Einzelmetalle und in Kombinationen an drei verschiedenen
Moosarten Pohlia drummondii, Physcomitrium patens und Hypnum cupressiforme getestet.

Das Ziel der Arbeit war es, herauszufinden, ob Schwermetalle in Kombination und
verschiedener Konzentration schadlicher auf die Moose einwirken als ein Metall alleine. Die
Moose wurden dafiir unter kontrollierten Bedingungen kultiviert. Das Uberleben und das
Wachstum der Moose unter Einfluss der Metalle und Metallkombinationen wurde mit Hilfe
der Lichtmikroskopie und Kultivierung der Moose auf Agarmedium, dem Metalle bzw.
Metallkombinationen zugesetzt wurden, bewertet. Die Aufnahme und die Verteilung der
Metalle wurde mit Energiedisperser Rontgenspektroskopie (EDX) analysiert.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Toxizitdat der Metalle von der Konzentration, sowie von der
Moosart abhangig ist. Pohlia drummondii und Hypnum cupressiforme gelten als
metalltolerante Moose, da sie auch an Standorten wachsen und tiberleben kbnnen, an denen
die Schwermetallbelastung hoch ist (Adlassnig et al. 2016; Antreich et al. 2016).
Physcomitrium patens hingegen ist eine Moosart, die normalerweise nicht an solchen
Standorten vorkommt (Adlassnig et al. 2016; Antreich et al. 2016). Diese Eigenschaften
spiegelten sich auch in den Ergebnissen wider. Pohlia drummondii zeigte eine bessere
Toleranz gegeniiber Schwermetallen als Physcomitrium patens. Allgemein waren Kupfer und
Antimon fir die Moose schadlicher als Mangan und Eisen. Pohlia drummondii und
Physcomitrium patens reagierten beide bei Kombinationen mit Kupfer und einer
Konzentration von 1mM mit Wachstumseinschrankungen sowie Veranderungen im
Zellinneren. Physcomitrium patens war allerdings sensitiver und weniger tolerant als Pohlia
drummondii.



Abstract

Bryophytes have been used as bioindicators for many years due to their beneficial
characteristics (Dolegowska et al. 2014). The lack of a real cuticle, the good ion exchange over
the cell wall, their widespread distribution in nature as well as in industrial sites are only some
of the aspects why they are used for determination of air quality and heavy metal pollution in
the atmosphere (Dolegowska et al. 2014; Markert 2003). Heavy metals in the environment
are playing an important role, not at least because human activity has increased the amount
of heavy metals in our environment (Stankovi¢ et al. 2018). Some heavy metals are essential
micronutrients, but in high concentrations they can cause toxic effects (Nagajyoti et al. 2010).
In the present study the effect of copper, manganese, iron and antimony, alone and in
combinations, have been tested on three different moss species Pohlia drummondii,
Physcomitrium patens and Hypnum cupressiforme.

The aim of the work was to find out whether heavy metals, when they occur in combinations
and different concentrations, are more harmful to mosses than one metal alone. To prove this
hypothesis, the mosses were cultivated under controlled conditions. Their survival and
growth under the impact of heavy metal combinations was examined by light microscopy and
by cultivating the mosses on agar spiked with heavy metals. To analyze the uptake and the
distribution of the metals Energy dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) was used.

The results showed that the toxicity of the metal combinations depends on the moss species
and the metal concentration. Pohlia drummondii and Hypnum cupressiforme are considered
as metal-tolerant mosses, as they can grow and survive at sites where heavy metal pollution
is high (Adlassnig et al. 2016; Antreich et al. 2016). Physcomitrium patens, on the other hand,
is a moss species that does not normally occur at such sites (Adlassnig et al. 2016; Antreich et
al. 2016). These characteristics were also found in the results. Pohlia drummondii showed a
better tolerance towards the heavy metal combinations than Physcomitrium patens. In both
cases, especially copper and antimony were more harmful than manganese and iron. Both
Pohlia drummondii and Physcomitrium patens showed growth restriction and changes in the
cell structure in combinations with copper at a concentration of 1mM. Physcomitrium patens,
however, was more sensitive and less tolerant than Pohlia drummondii.



1. Einleitung

1.1 Moose

1.1.1 Allgemeine Aspekte

Laubmoose, Lebermoose und Hornmoose sind heute die drei Gruppen, in die Bryophyten
eingeteilt werden konnen. (Urry et al. 2019). Mit etwa 15 000 bis 25 000 Arten weltweit
gehoren sie zu der zweitgroRten Gruppe der Landpflanzen (Vujicic et al. 2010). Weiters gelten
Moose als die dltesten Pflanzen unter den Landpflanzen, wobei man davon ausgeht, dass die
Lebermoose unter den drei Bryophyten-Gruppen, mit 470 bis 450 Millionen Jahren die
dltesten sind. Das haben fossile Sporen gezeigt, die den Sporen der Lebermoose am
ahnlichsten sind (Urry et al. 2019).

Bryophyten unterscheiden sich von anderen Landpflanzen durch verschiedene Aspekte. Einer
davon ist, dass bei Moosen der Gametophyt dominant und groRer ist und langer lebt als der
Sporophyt (Vanderpoorten und Goffinet 2009; Urry et al. 2019). Die Gametophyten
entwickeln sich aus Sporen, die an fir sie geeigneten Standorten auskeimen (Urry et al. 2019).
Bevor es zur vollstandigen Ausbildung des Gametophyten kommt, bilden sich die haploiden
Protonemata aus (Urry et al. 2019; Vanderpoorten und Goffinet 2009) (Abb. 1). Dabei handelt
es sich um griine, verzweigte Zellfaden, mit groRer Oberflaiche, wodurch die Wasser- und
Nahrstoffaufnahme moglich wird. Die aus den Protonemata herangewachsenen weiblichen
oder mannlichen Gametophyten, entwickeln entweder Archegonien, in denen die Eizellen
entstehen oder Antheridien, in denen sich die Spermatozoide befinden (Urry et al. 2019). Die
Spermatozoide benodtigen einen Wasserfilm um zur Eizelle ,,schwimmen” zu kénnen, (Urry et
al. 2019; Vanderpoorten und Goffinet 2009), wobei sie chemischen Lockstoffen folgen und
letztendlich zu der Eizelle gelangen, wo die Befruchtung stattfindet (Urry et al. 2019). Der sich
entwickelnde Embryo bleibt im unteren Teil des Archegoniums, bis sich daraus der reife
Sporophyt bildet (Urry et al. 2019). Der Sporophyt der Moose hat einen sehr einfachen Bau:
einen Ful}, die Seta (=Stiel) und das Sporangium (=Sporenkapsel). Der Sporophyt betreibt
selbst Photosynthese, trennt sich allerdings sein ganzes Leben nicht vom mitterlichen
Gametophyten (Urry et al. 2019; Vanderpoorten und Goffinet 2009). Uber diesen wird er mit
Wasser und N3hrstoffen versorgt. Uber die Seta gelangen diese Nihrstoffe in das Sporangium,
wo die Ausbildung der Sporen stattfindet, die freigesetzt werden (Urry et al. 2019).
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Abb. 1. Physcomitrium patens: Protonemata und
Gametophyt



Weitere Eigenschaften, die Moose mit sich bringen und sie von GeféRpflanzen unterscheiden
sind, dass sie Wasser und darin geloste Mineralien (iber ihre gesamte Oberflache aufnehmen
(Sabovljevi¢ et al. 2020). Bei den meisten Arten sind die Blattchen einschichtig (Vitt et al.
2014), ohne Kutikula oder schiitzende Oberflachenschicht (Sabovljevi¢ et al. 2020). Moose
verlieren auBerdem schnell Wasser und trocknen aus. Sie sind dementsprechend stark von
Regenfallen und Ablagerungen abhangig, um sich ausreichend mit Nahrstoffen und Wasser zu
versorgen (Sabovljevi¢ et al. 2020). Viele Moosarten schaffen es aber dennoch, langere
Trockenperioden zu Uberleben und unter Zugabe von Wasser wieder zu regenerieren (Vitt et
al. 2014). Dafir reicht oft schon ein diinner Wasserfilm, durch den geléste Substanzen von
den Moosen aufgenommen werden konnen (Sabovljevi¢ et al. 2020). Aufgrund dieser
Eigenschaften wurden Moose Uber Jahrzehnte eingesetzt, um die Umweltsituation, in Bezug
auf Schadstoffe oder Metallverschmutzung in der Luft, zu beobachten (Stankovi¢ et al. 2018).
Sie wurden Uber viele Jahre fiir sogenannte Biomonitoring-Untersuchungen verwendet
(Dolegowska et al. 2014), da sie beispielsweise Metalle sehr gut aufnehmen. Durch das Fehlen
eines echten Wurzelsystems und der Absorption (iber die gesamte Oberflache, sowie das
Fehlen einer Kutikula kénnen Metallionen die Zellwdande leicht passieren. Die hohe
Kationenaustauschkapazitdt einiger Moosarten erleichtert die Aufnahme (Stankovi¢ et al.
2018). Auch chemische Analysen kdénnen einfach angewendet werden, womit man wichtige
Daten Uber den Zustand der Umwelt erhalten kann (Stankovic et al. 2018).

Im nachfolgenden Abschnitt werden die Moosarten Hypnum cupressiforme, Physcomitrium
patens und Pohlia drummondii, die in dieser Arbeit fiir die experimentellen Untersuchungen
verwendet wurden, beschrieben.

1.1.2 Verwendete Moosarten

Hypnum cupressiforme

Hypnum cupressiforme gehort zu der Gattung Hypnum und ist eine weit verbreitete Moosart
die nahezu auf der ganzen Welt zu finden ist (Vujici¢ et al. 2010). Mit Ausnahme der Antarktis
kommt das Moos in verschiedenen Klimazonen und auch Lebensrdaumen vor. Es wachst auf
diversen Oberflachen wie beispielsweise auf Steinen, Baumstammen und Wanden (Vujici¢ et
al. 2010). Die Art bevorzugt eine eher saure Umgebung (Vujic¢i¢ et al. 2010), trockene und
schattige Platze und meidet kalkhaltige Substrate (Wirth und Dull 2000). Hypnum
cupressiforme kann 2 bis 10 cm groR werden und ist somit ein kleines bis mittelgrofRes Moos
(Vujici¢ et al. 2010). Hypnum cupressiforme hat kriechende Stamme (Vujici¢ et al. 2010) die
unregelmaRig verzweigt sind (Frahm et al. 1983), wodurch sie dichte und glatte Matten bilden.
(Vujici¢ et al. 2010). Die Blatter sind lang, lanzettlich bis oval und bilden eine lange schmale
Spitze (Abb. 2). An der Blattspitze ist der Blattrand mehr oder weniger gezdhnt (Frahm et al.
1983). Die Moose bilden rotlich-braune Stiele aus, auf denen sich die Kapsel befindet, die die
Sporen tragt. Die Kapsel ist kurz und hat eine leicht gebogene Form (Vujici¢ et al. 2010).



Abb. 2. Hypnum cupressiforme

Weltweit zahlen mehr als 200 Arten zu der Gattung Hypnum, wovon 18 in Europa beheimatet
sind (Vuji¢i¢ et al. 2010). Der urspriingliche Name Hypnum leitet sich von der friheren
Anwendung des Mooses ab. Es wurde namlich als Fillung fir Matratzen und Kissen genutzt,
wodurch es zur Namensgebung des Mooses kam (Vuji¢i¢ et al. 2010). Aufgrund seiner
Eigenschaften wird das Moos bis heute fiir diverse Biomonitoring-Untersuchungen eingesetzt
(Stankovic et al. 2021; Dolegowska et al. 2014). AulRerdem werden Studien (ber das
biologische Potential und die Wirkung der Inhaltsstoffe des Mooses durchgefiihrt (Lunié et al.
2020). Studien und Informationen zu diesem Thema sind zwar noch wenig vorhanden, aber es
hat sich bereits gezeigt, dass Hypnum cupressiforme antimikrobielle und antiproliferative
Wirkungen hat (Lunié¢ et al. 2020). Lunic et al. (2020) untersuchten beispielsweise auch weitere
mogliche gesundheitsfordernde Wirkungen des Mooses, in dem sie biologisch aktive
Komponenten wie Flavonoide oder phenolische Sduren aus dem Moos extrahiert haben. In
den Ergebnissen hat sich gezeigt, dass bestimmte Inhaltsstoffe positive Zusatzeffekte bei der
Behandlung von Diabetes mellitus, Alzheimer oder auch bestimmen Tumorzelllinien haben
konnen (Lunic et al. 2020).

Physcomitrium patens

Physcomitrium patens gehort zu den Funaricaceae und ist in Europa, Nordamerika und
Ostasien beheimatet (Rensing et al. 2020). Das Moos wachst meistens in lockeren Herden und
kann bis zu 5mm groR werden (Frahm et al. 1983). Bevorzugte Habitate sind trockene
Flussufer oder abgelassene Teiche, wo tonige und verschlammte Béden vorkommen. In
hoheren Lagen kommt Physcomitrium patens nicht vor (Frahm et al. 1983). Die Blatter sind
breit, vergroBert, lanzettlich und der Blattrand ist meist stumpf gezdahnt (Frahm et al. 1983)
(Abb.3). Die Kapsel die vom Moos gebildet wird ist kugelig (Frahm et al. 1983), in die Blatter
eingesenkt (Frahm 2011) — http://www.archive-for-bryology.com/) und hat ein kurzes
Spitzchen. AuBerdem hat die Kapsel keinen Deckel (=kleistokarp)(Frahm et al. 1983).


http://www.archive-for-bryology.com/

Abb. 3. Physcomitrium patens

Physcomitrium patens hat sich in den letzten Jahren zu einem wichtigen Modellorganismus in
der Grundlagenforschung und Biotechnologie entwickelt (Reski et al. 2015). Es ist die erste
,Nicht-Samenpflanze”, deren Genom vollsténdig sequenziert wurde (Rensing et al. 2020). Da
die haploide Form dominiert, wurde das Moos schon seit den 1960er Jahren als genetisches
System fur Untersuchungen und Isolierungen genutzt (Rensing et al. 2020). Physcomitrium
patens gilt somit als ein erstklassiges Modellsystem um entwicklungsbiologische Fragen,
Stammzellen-Reprogrammierung und die Biologie Nicht-vaskuldrer Pflanzen zu untersuchen
(Rensing et al. 2020). Doch der Anwendungsbereich des Mooses ist nicht nur auf evolutionare
und zellbiologische Studien begrenzt, sondern wird auch im Bereich der Biotechnologie zur
Herstellung neuer Biopharmazeutika verwendet (Krumm 2020). Biopharmazeutika sind
beispielsweise Gerinnungsfaktoren oder Antikdrper, fir deren Herstellung man vorranging
spezielle Organismen wie Bakterien (E. coli) oder CHO-Zellen (Chinese Hamster Ovary-Zellen)
benotigt (Krumm 2020). Durch jahrelange Forschung und Entwicklung hat sich gezeigt, dass
Physcomitrium patens als eine Alternative zu diesen Produktionsorganismen angewendet
werden kann (Krumm 2020) und auch mit Erfolg. Das erste, in diesem Moossystem
produzierte humane Protein war der Vaskuldre epidermale Wachstumsfaktor (VGEF) (Reski et
al. 2015; Campos et al. 2020). Vorteilhaft ist hier vor allem, dass dieses Moos sehr schnell und
einfach kultiviert werden kann (Knight et al. 2009) und seinen Lebenszyklus auch unter
kontrollierten oder veranderten Bedingungen vollstandig durchleben kann (Reski et al. 2015).
Was ebenfalls fur die Herstellung von rekombinanten Proteinen wichtig ist und mit
Physcomitrium patens moglich ist, ist dass sich posttranslationale Modifikationen, wie
Glykosylierungen an die humanen Proteine anpassen lassen kdnnen (Krumm 2020). Weiters
ist eine Sezernierung der Produkte in das Medium moglich, was eine Erleichterung der
Aufarbeitung bedeutet (Krumm 2020).

Pohlia drummondii

Von den etwa 150 Arten die zur Moosgattung Pohlia (Hedw.) gehdren, kommen circa 25 Arten
in Europa vor (Lang und Wernitznig 2011). Die Art Pohlia drummondii ist in Nord-und
Mitteleuropa, Nordamerika und Asien vertreten (Frahm et al. 1983). Sie kommt sowohl im
Tiefland wie auch in héheren Lagen der Alpen und an Gletscherufern vor (Lang und Wernitznig
2011). Dabei bevorzugt diese Art nasse und feuchte Boden (Akiyama et al. 2009). Die Blatter
sind linear und lanzettlich (Akiyama et al. 2009) (Abb.4). Pro Blattachsel bildet sie meist eine
Bulbille aus, die rundlich und rot-braun ist (Frahm et al. 1983). Pohlia drummondii gehort zu
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jenen Moosarten, die an metallreichen Standorten wachsen und Uberleben kdénnen. So
gehoren solche Pohlia-Arten zu den metalltoleranten Moosarten. (Adlassnig et al. 2016).
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Abb. 4. Pohlia drummnondii

1.2 Schwermetalle

1.2.1 Definition

Schwermetalle sind Elemente, die natiirlicherweise in der Erdkruste vorkommen und lber
verschiedene Wege an die Umwelt abgegeben werden (Stankovi¢ et al. 2018). Den Begriff
»Schwermetalle” genau zu beschreiben ist nicht einfach, da es wissenschaftlich viele
Definitionen gibt, die nicht einheitlich sind und demnach auch nicht immer die gleichen
Metalle in den Definitionen miteingeschlossen werden (Reineke und Schlémann 2020). Eine
der gangigsten Methoden ist, die Schwermetalle tGber ihre Dichte zu definieren (Stankovi¢ et
al. 2018). Dabei gelten jene Elemente mit einer Dichte von mehr als 5g/m?3 als Schwermetalle
(Stankovi¢ et al. 2018; Reineke und Schlémann 2020).

Einige dieser Schwermetalle, wie Cu, Fe, Mn, Zn, Ni oder Mo gelten als essentielle
Mikronahrstoffe fiir Pflanzen (Vatansever et al. 2017), Tiere und Menschen (Ebermann und
Elmadfa 2011). Als essentiell werden sie bezeichnet, weil sie entweder an Redox-Reaktionen
teilnehmen, Co-Faktoren oder Aktivationen von Enzymen sind oder im
Nukleinsdurestoffwechsel strukturelle Funktionen haben (Stankovi¢ et al. 2018; Nagajyoti et
al. 2010). So wichtig eine ausreichende Zufuhr an diesen lebensnotwendigen
Spurenelementen ist, so gefihrlich kann ein Uberschuss an diesen Metallen fiir lebende
Organismen sein (Nagajyoti et al. 2010). Manche Schwermetalle, die nicht als essentiell gelten,
wie zum Beispiel Hg, Pb oder Cd, haben in allen Konzentrationen toxische Wirkungen.
(Stankovi¢ et al. 2018). Ob ein Schwermetall toxisch wirkt, hangt nicht nur von der
Konzentration ab, sondern auch von den jeweiligen Wirkungen und Mechanismen, die in den
lebenden Organismen stattfinden (Reineke und Schlémann 2020). Die Toxizitat wird somit von
folgenden vier Faktoren bestimmt: (a) wenn es zu Enzyminaktivierungen kommt, (b) wenn
Wechselwirkung der Metallkationen mit den physiologischen Kationen stattfinden und
dadurch die Funktionen von Metallo-Enzyme beeintrachtigen, (c) wenn Eigenschaften der
Zellmembran in Bezug auf die Durchldssigkeit verandert werden und somit der Stofftransport
beeinflusst wird und (d) wenn es zu Kanzerogenitat und Veranderung des Erbgutes kommt
(Reineke und Schlémann 2020).



Damit die Metalle Uberhaupt ihre essentiellen Aufgaben Ubernehmen koénnen
beziehungsweise toxisch wirken kénnen, missen sie fiir die Pflanzen verfligbar sein. Die freien
Metallionen spielen fiir die Bioverfligbarkeit die wichtigste Rolle (Reineke und Schlémann
2020). In welcher chemischen Form die Schwermetalle vorliegen und wie ihre Mobilitat ist
wird von mehreren Faktoren, wie dem pH-Wert, dem Redox-Potential oder auch der
Wasserharte beeinflusst (Reineke und Schlémann 2020). In komplexierter Form wird die
Bioverfligbarkeit und somit auch die (toxische) Wirkung der lonen erniedrigt. Ein Bespiel ist
die Sulfidbindung im Sediment (Reineke und Schlémann 2020).

Es gibt zwei hauptsachliche Quellen woher die Schwermetalle stammen kénnen, namlich
natlirlichen oder anthropologischen Ursprung (Reineke und Schlémann 2020). Natdirlichen
Ursprungs bedeutet, dass Schwermetalle natirlicherweise in der Erdkruste (Merian und
Geldmacher-von Mallinckrodt 1984), in Mineralien, Erzen und Gesteinen vorkommen
(Reineke und Schlémann 2020). Verwitterungen fihren dazu, dass die Schwermetalle
schlieBlich in die Luft oder den Boden gelangen. (Reineke und Schlémann 2020). Weiters kann
Wind Schwermetalle aus anderen natirlichen Quellen in die Umwelt verbreiten. So kommt es
zur Verbreitung der Metalle, die im Staub von Vulkanausbriichen vorkommen, im Wistensand
aus der Sahara zu finden sind oder in marinen Aerosolen enthalten sind (Nagajyotietal. 2010).
Anthropogene Quellen hingegen fiihren zu einer deutlich hoheren Schwermetallbelastung in
der Umwelt (Reineke und Schlémann 2020). Landwirtschaft, Industrie und Klaranlagen sind
Schwermetallquellen (Nagajyoti et al. 2010), die durch den menschlichen Einfluss entstanden
sind. In der Landwirtschaft genutzte Pestizide, Fungizide und auch Diingemittel sind Beispiele
flr Schwermetallvorkommen in landwirtschaftlich genutzten Boden (Nagajyoti et al. 2010).
Auch wenn die Konzentrationen nicht sehr hoch sind, besteht die Gefahr, dass einige Metalle
in hohen Mengen akkumulieren konnen (Nagajyoti et al. 2010).

Schwermetallquellen in der Industrie entstehen vor allem beim Bergbau, aber auch bei der
Verarbeitung von Metallen und dem Transport von Erzen (Nagajyoti et al. 2010). Beim
Schmelzen oder GieRen von Metallen werden Schwermetalle in Form von Partikeln und
Dampfen emittiert und durch den Wind oder den Regen gelangen sie in die Umwelt, den
Boden und ins Wasser (Nagajyoti et al. 2010). Auch Kohleverbrennung oder Entsorgung von
Abfallen flhrt zu Umweltbelastungen, da Schwermetalle in Form von Flugasche freigesetzt
werden. (Nagajyoti et al. 2010).

Schwermetalle sind in ihren Eigenschaften, Vorkommen und Wirkungen auf lebende
Organismen also sehr verschieden. Als Mikronahrstoffe sind einige von ihnen einerseits
lebensnotwendig, konnen aber andererseits in der falschen Konzentration letal sein. Da in
dieser Arbeit die Wirkung von vier Schwermetallen, Kupfer, Eisen, Mangan und Antimon auf
verschiedene Moosarten untersucht wurde, werden diese Metalle im nachsten Abschnitt
genauer beschrieben.

1.2.2 Verwendete Metalle

Antimon

Antimon kann man in der Umwelt und Natur vorfinden, nicht zuletzt auch aufgrund des
menschlichen Einflusses (Babula et al. 2008). In vielen Mineralien kann man Antimon finden,
hauptsachlich in Verbindung mit Schwefel (Babula et al. 2008), aber auch in Kombination mit



Sauerstoff oder in Mischmineralien mit Kupfer, Blei oder Quecksilbersulfid (Merian und
Geldmacher-von Mallinckrodt 1984).

Das Vorkommen von Antimon ist in unserem Lebensraum weit verbreitet. Erklaren lasst sich
dies durch den Einfluss des Menschen. Beim Verbrennen von Kohle, schmelzen von
antimonhaltigen Erzen, sowie durch den Abrieb von Reifen, Bremsen und Asphalt wird
Antimon freigesetzt (Babula et al. 2008).

Es hat sich gezeigt, dass in Proben aus der Umwelt zwischen Sb(lll) und Sb(V) unterschieden
werden kann (Babula et al. 2008). Obwohl die tatsachliche Toxizitat von Antimon noch nicht
vollstandig geklart ist, geht man davon aus, dass Sb(lll) toxischer auf die Organismen wirkt als
Sb(V) (Babula et al. 2008). Das biochemische Verhalten von Sb(lll) lasst sich mit Arsen und
Bismut vergleichen, da diese drei Elemente im Periodensystem aus der gleichen Gruppe
stammen (Babula et al. 2008).

Obwohl man noch nicht ausreichend weil3, wie genau Antimon in die Pflanzen aufgenommen
und transportiert wird und wie hoch die Toxizitat ist, geht man davon aus, dass die
Mechanismen dhnlich wie bei anderen Schwermetallen sind (Babula et al. 2008). Méglich ist,
dass das schadlichere Sb(lll) aufgenommen wird, in das weniger toxische Sb(V) umgewandelt
wird und anschlieRend mit Proteinen komplexiert in der Vakuole gespeichert wird (Babula et
al. 2008).

Antimon gehort nicht zu den essentiellen Elementen, hat aber aufgrund der Tatsache, dass es
mit Biomolekilen wechselwirken kann, eine wichtige Bedeutung in der Medizin und
Gesundheitspflege (Sun et al. 2009). Antimonverbindungen kénnen mit Proteinen, Enzymen
oder Aminosduren Verbindungen eingehen und eine antivirale oder antiparasitare Wirkung
haben (Sun et al. 2009). Beachten muss man aber, dass Antimon in héheren Konzentrationen
toxisch und sogar todlich sein kann, da die letale Dosis bei 100mg/kg liegt (Merian und
Geldmacher-von Mallinckrodt 1984).

Eisen

Eisen gehort zu den essentiellen Spurenelementen (Ebermann und Elmadfa 2011). Fir
Menschen, Tiere und Pflanzen ist es ein lebensnotwendiges Element, dass an vielen wichtigen
Stoffwechselvorgangen beteiligt ist (Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt 1984). Als
Zentralatom in Eisenproteinen ist es beim Menschen fir den Sauerstofftransport und
Stoffwechsel des Sauerstoffs unabdingbar (Ebermann und Elmadfa 2011). In nicht
gebundenem Zustand wird es fir Eisentransport- und Speicherproteine genutzt (Ebermann
und Elmadfa 2011). Bei Pflanzen wird Eisen bis zu 80% in Chloroplasten gespeichert, da es eine
wesentliche Rolle in der Photosynthese einnimmt (Hansch und Mendel 2009). Neben der
wichtigen Funktion bei der Photosynthese ist Eisen auflerdem an der mitochondrialen
Atmung, der Hormonbiosynthese oder auch an der Produktion und am Abfangen von
reaktiven Sauerstoffspezies beteiligt (Hansch und Mendel 2009).

Ein Mangel an Eisen wird bei Menschen als Eisenmangelandamie bezeichnet. Hauptgrund fiir
einen Mangel ist oft eine unzureichende Zufuhr aus der Nahrung. Andere Griinde kénnen auch
eine Schwangerschaft sein, bei der der Bedarf an Eisen héher wird, oder Eisenmangel zeigt
sich als ein Symptom einer anderen Erkrankung, die mit Blutverlust einhergeht (Aktories et al.
2017). Ein Uberangebot an Eisen kann hingegen infolge einer akuten Vergiftung mit Eisen



auftreten oder aufgrund von Eiseniiberladungserkrankungen wie zum Beispiel bei genetisch
bedingter Himochromatose oder Himosiderose (Aktories et al. 2017).

Ein geringer Eisengehalt bei Pflanzen zeigt sich in Form von Chlorosen, welche man an der
Gelbverfarbung oder dem Blasswerden der griinen Pflanzenteile bemerkt (Merian und
Geldmacher-von Mallinckrodt 1984). Die Eisenaufnahme und Verfligbarkeit ist von mehreren
Faktoren abhangig, einerseits vom pH-Wert und andererseits vom Phosphatgehalt und der
Eisenkonzentration im Boden. AuBerdem konnen andere Schwermetalle im Boden die
Eisenaufnahme in die Pflanzen hemmen (Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt 1984).
Eisen kann in wassrigen Losungen als Eisen (Il) oder als Eisen (1) vorliegen. Wenn Sauerstoff
dazukommt und bei anndhrend neutralem pH-Wert, geht Eisen (IlI) in Eisen (Ill) Gber, welches
energetisch stabiler ist. Beide Oxidationszustande kénnen Chelatbindungen mit organischen
und anorganischen Verbindungen eingehen, die meistens gut I6slich sind. (Merian und
Geldmacher-von Mallinckrodt 1984). Generell wird Fe (Il) bevorzugter von Pflanzen
aufgenommen als Fe (lll), allerdings ist dies auch von der Spezies abhdngig (Marschner und
Marschner 2012).

Kupfer

Kupfer gehort zu jenen Schwermetallen, die weit verbreitet vorkommen (Merian und
Geldmacher-von Mallinckrodt 1984), fir lebende Organismen essentiell sind, aber nicht in
hohen Mengen bendtigt werden (Ebermann und Elmadfa 2011). Kupfer kann als Cu (l) oder
Cu (ll) vorliegen, sowie in Form von Komplexen, die alle verschiedene Eigenschaften besitzen
(Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt 1984).

Die Biosynthese von essentiellen, kupferhaltigen Enzymen und Proteinen, ist durch die
Fahigkeit des Kupfers, Komplexe bilden zu kénnen, moglich (Merian und Geldmacher-von
Mallinckrodt 1984). Deshalb ist eine ausreichende Versorgung mit diesem Spurenelement fir
Pflanzen, Tiere und Menschen wichtig. Mangelerscheinungen beim Menschen treten bei einer
normalen ausgewogenen Erndhrung selten auf. Bei Pflanzen hingegen ist die
Kupferversorgung vom Angebot im Boden abhangig (Merian und Geldmacher-von
Mallinckrodt 1984). Wie viel Kupfer beispielsweise aus der Erdkruste in den Boden abgegeben
wird, hangt am meisten vom pH-Wert ab. Sowohl bei sehr saurem pH-Wert, als auch bei
alkalischen Boden-pH kann es zu Kupfermangel kommen, da in sehr sauren Boden Kupfersalze
geldst und ausgewaschen werden konnen und bei basischem pH-Wert Kupfer ausfallen kann
und somit flir die Pflanzen nicht mehr verfligbar ist (Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt
1984).

Doch nicht nur ein Mangel an Kupfer kann problematisch sein, sondern auch ein Uberangebot.
Durch menschliche Einfllisse wie Hittenbetriebe, Abfalle, Diinger, Pestizide kommt es zu
einem Anstieg der Kupferkonzentrationen an der Oberflache des Bodens (Alloway 1999). Der
Transport des Kupfers in Pflanzen ist unterschiedlich. Es kann beispielsweise in den
Zellwanden oder der Wurzelhaut angereichert und dann weiter transportiert werden. Manche
Pflanzen kénnen es wieder ausscheiden und andere Pflanzenarten und einige Moosarten
konnen Kupfer akkumulieren (Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt 1984).
Kupfertoxizitdt beim Menschen ist eher selten, auBer es wurde absichtlich eine groRere
Menge aufgenommen oder es handelt sich um eine genetisch bedingte Erkrankung (Merian
und Geldmacher-von Mallinckrodt 1984). Hauptsachlicher Grund fiir die Toxizitat ist, dass
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freie Kupferionen an Proteine binden, die normalerweise keine Kupferproteine sind, wodurch
ihre Funktionen beeintrachtigt werden konnen (Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt
1984).

Mangan

Mangan ist ein Element, das zur 7. Nebengruppe im Periodensystem gehort und ein hartes
und sprédes Schwermetall ist (Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt 1984). Es kommt
natirlicherweise in der Natur vor, allerdings nicht als elementares Mangan, sondern in Form
von Manganmineralien, wovon, unter den mehr als 100 verschiedenen Mineralien, Bernstein
eines der haufigsten ist (Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt 1984). Allgemein kann
Mangan in Oxidationsstufen von +2 bis +7 vorkommen. Im Boden vorrangig sind aber die
Oxidationsstufen +2, +3 und +4, wobei nur Mangan (ll) von Pflanzen aus dem Boden
aufgenommen werden kann. Mangan (lll) ist eher unstabil und Mangan (1V) bildet unl6sliche
Oxidverbindungen. (Schmidt und Husted 2019).

Es hat sich gezeigt, dass das breite Vorkommen von Mangan in der Natur weitgehend
unabhangig vom menschlichen Einfluss ist. Es kommt im Meerwasser, Grund- und
Quellwasser, in fast allen Bboden, Pflanzen, Tieren und Menschen vor (Merian und
Geldmacher-von Mallinckrodt 1984). Dabei scheint es so, dass die Umgebungskonzentration
nicht der Hauptfaktor flir den Mangangehalt in lebenden Organismen ist, sondern die
jeweilige Spezies (Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt 1984). Im tierischen und
menschlichen Organismus findet keine Akkumulation des Metalls statt. Anders ist das jedoch
bei Pflanzen, wobei dies auch von der Spezies abhangig ist. Da Mangan fiir alle Lebewesen ein
essentielles Spurenelement ist, kann ein Mangel aber auch ein Uberangebot negative
Auswirkungen auf lebende Organismen haben (Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt
1984). Generell ist Mangan aber ein Metall, dass weder fir die Umwelt noch fiir Lebewesen
toxisch ist, wenn es nicht in unnatlrlich hohen Konzentrationen vorkommt (Merian und
Geldmacher-von Mallinckrodt 1984).

Die Resorption des Mangans in Pflanzen findet (iber den Boden statt, wo sich Mangan aus
Niederschlagen in den obersten Erdschichten sammelt. Der pH-Wert des Bodens ist dabei
maRgeblich flir die Verfligbarkeit des Mangans verantwortlich, da aus alkalischen Boden keine
Aufnahme in die Pflanze moglich ist (Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt 1984). Bei
hohem pH-Wert wird namlich die Verfiigbarkeit von Mn; durch Bildung von MnO; verringert
(Schmidt und Husted 2019). Generell sind Pflanzen Mangan gegenliber relativ tolerant, auch
wenn ein Uberschuss des Metalls vorliegt. Bei einem Mangel an Mangan hingegen kann es zu
Wachstumsstérungen kommen (Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt 1984). Vor allem
in kalkhaltigen, trockenen und sandigen Béden kommt es haufig zu Manganmangel (Schmidt
und Husted 2019). Aufgrund seiner Funktion als Co-Faktor und als unspezifischer Aktivator
mehrerer Enzyme, ist Mangan vor allem in Mitochondrien von pflanzlichen und tierischen
Zellen zu finden (Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt 1984).

Menschen und Tiere hingegen reagieren deutlich intensiver auf zu hohe oder zu niedrige
Mangankonzentrationen als Pflanzen. Beim Menschen zeigt sich ein Manganmangel mit
Veranderungen an Haut und Haaren (Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt 1984). Bei
einem Uberangebot, dass aber hauptsichlich bei Personen auftritt die beispielsweise in
Manganerzmihlen, Batteriefabriken oder Bergwerken arbeiten, sind vor allem zwei
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Krankheiten besonders haufig: Manganpneumonie ist das Ergebnis von starker inhalativer
Aufnahme von sehr hohen Mangankonzentrationen; Manganismus hingegen ist eine
Erkrankung, die durch Langzeitexposition von hohen Konzentrationen an Mangan in der Luft
hervorgerufen wird und mit psychischen und parkinsondahnlichen Symptomen einhergeht
(Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt 1984)

1.3 Biomonitoring

Biomonitoring hat das Ziel, Veranderungen in der Umwelt zu erkennen und zu bewerten.
Moglich wird das durch die Durchfiihrung von biologischen Studien an lebenden Organismen
und Anwendung verschiedener Analysetechniken, um die Ergebnisse auszuwerten
(Dolegowska et al. 2014). Mit Hilfe des Biomonitoring werden unter anderem
Elementbestimmungen in verschmutzten und unverschmutzten Umgebungen gemacht,
Schadstoffe und deren Konzentrationen in der Umwelt bestimmt oder auch der Gehalt an
Spurenelementen und organischen Verbindungen in der Umwelt vorhergesagt und analysiert
(Dolegowska et al. 2014). Bei der Art der Durchfiihrung gibt es zwei Mdoglichkeiten des
Monitoring: aktives und passives Biomonitoring (Dolegowska et al. 2014; Ferndndez et al.
2000). Bei der aktiven Methode werden die ausgewahlten Organismen von ihrem Standort in
eine andere Umgebung gebracht (Dolegowska et al. 2014). Meistens wird dafiir die Moss-Bag
Methode angewendet (Fernandez et al. 2000), bei der ausgewahlte Moosarten in
sogenannten ,moss-bags”“ an stark schadstoffbelasteten Standorten exponiert werden
kdnnen (Dolegowska et al. 2014). Beim passiven Biomonitoring hingegen untersucht man die
ausgewahlten Organismen an ihren natirlichen Standorten (Dolegowska et al. 2014;
Ferndndez et al. 2000).

Viele Pflanzen haben die Fahigkeit, Metalle, insbesondere Schwermetalle, aufzunehmen
(Aceto et al. 2002). Dabei konnen die angewendeten Organismen je nach Art ihrer Reaktionen
verschieden definiert werden. Es gibt zunachst Bioindikatoren, die Informationen Ulber den
aktuellen Zustand der Umwelt liefern. Biomonitoren sind hingegen Organismen oder Teile
davon, die die quantitativen Informationen beziliglich der Schadstoffbelastung zeigen.
(Dolegowska et al. 2014; Markert 2007). Weiters gibt es noch die Bioakkumulatoren, die
Elemente aus der Umwelt akkumulieren kénnen und beispielsweise h6here Konzentrationen
dieser Elemente aufweisen als andere Spezies, die am selben Standort leben (Markert 2007,
2003).

Moose gelten als sehr gute Bioindikatoren fiir Schwermetalle sowie flr Xenobiotika, die
manche Arten in hohen Mengen akkumulieren kdnnen (Markert 2003). Moose werden
mittlerweile seit vielen Jahren zur Bestimmung der Luftqualitit sowie der
Schwermetallbelastung in der Atmosphare angewendet (Dolegowska et al. 2014). Griinde,
warum gerade Moose besonders gut geeignet sind, sind vielfaltig. Vorteilhaft ist zunachst,
dass sie an den verschiedensten Standorten, unter anderem auch in stadtischen und
industriellen Gebieten zu finden sind (Markert 2003). Weiters konnen sie Metall-lonen Gber
ihre Zellwand aufgrund ihrer fehlenden Kutikula sehr gut aufnehmen (Markert 2003;
(Dolegowska et al. 2014) und Uber lonenaustausch akkumulieren (Markert 2003). Die
Aufnahme von Mineralien erfolgt hauptsachlich durch Niederschlage und lber die gesamte
Zelloberflache (Boquete et al. 2021), da Moose aufgrund fehlender Wurzeln keine Moglichkeit
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haben, diese aus dem Boden aufzunehmen (Markert 2003; Dolegowska et al. 2014).
AuBerdem konnen Moose langere Trockenperioden Uberleben, haben ein ganzjahriges
Wachstum und die Probennahme sowie Analyse von Moosen ist kostenglinstig (Aceto et al.
2002).

Moose kénnen Schwermetall Gber verschiedene Mechanismen aufnehmen und akkumulieren
(Stankovi¢ et al. 2018). Nach der Aufnahme kdnnen die Metalle entweder an der Zellwand und
duBeren Oberflaiche der Plasmamembran, in austauschbarer Form an Austausch — oder
Chelatbindungsstellen gebunden werden, sich als feste Partikel in der Oberflachenschicht
anlagern oder ins Zellinnere gelangen und dort gel6st oder ungeldst vorliegen (Stankovié et al.
2018). Die hauptsachliche Aufnahme erfolgt Gber lonenaustauschprozesse und Bildung von
Chelatkomplexen an der Zellwand (Stankovié et al. 2018; Onianwa 2000). Mdoglich wird dies
durch organische, funktionelle Gruppen in der Zellwand, die mit lonen in Wechselwirkungen
treten kénnen und es dabei zum lonentausch oder einer Chelatbindung kommt. Beispiele von
funktionellen Gruppen, die beteiligt sein kénnen, sind unter anderem Carboxyl- und
Phosphorylgruppen, Polyphenole oder- Aminogruppen (Stankovic et al. 2018; Onianwa 2000).
Da es sich beim lonenaustausch um einen physiologisch-chemischen Prozess handelt, spielen
bei der Aufnahme mehrere Faktoren eine wichtige Rolle. Die klimatischen Bedingungen, der
pH-Wert und der Austrocknungsprozess sind genauso wichtig wie das Zellalter, die Art der
freien Kationen sowie die Art des Schadstoffes (Dolegowska et al. 2014).

Aufgenommene Schwermetalle kdnnen aber auch das Zellinnere erreichen und zwar tber
spezifische Membrantransportproteine oder tber Kanale in der Zellmembran (Stankovi¢ et al.
2018). Die Metalle im Zellinneren konnen Aufschluss (iber die Umweltsituation Gber einen
langeren Zeitraum liefern, da die Aufnahme der Schwermetalle ins Zellinnere ein zeitlich
langerer Prozess ist. Im Gegensatz dazu kénnen jene Metalle, die an der Zellwand gebunden
werden und auch ausgetauscht werden, den momentanen Umweltzustand beschreiben
(Stankovié et al. 2018).
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2. Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit wurden die Moosarten Pohlia drummondii, Physcomitrium patens und
Hypnum cupressiforme auf ihre Uberlebensfihigkeit in Gegenwart von Schwermetallldsungen
getestet. Kupferchlorid, Eisenchlorid, Manganchlorid und Antimon-Acetat wurden als
Lésungen hergestellt und einzeln sowie in Kombinationen an den Moosarten getestet. Ziel
war es herauszufinden, ob die Kombinationslésungen fiir die Moose schadlicher sind, als die
Einzelmetalle. Die Verteilung der Metalle an der Blattchenoberflaiche und damit das
Adsorptionsverhalten wurde mittels Elementanalyse (EDX) untersucht.

Folgende Fragen sollten beantwortet werden:

1) Wie wirken sich die Schwermetallldsungen einzeln und in Kombination auf die
Plasmolysefihigkeit und somit das Uberleben der Moose aus?

2) Schrianken die kombinierten Metalllosungen das Wachstum der Moose mehr ein im
Vergleich zu den einzeln applizierten Metalllésungen?

3) Wie ist die Verteilung der Metalle nach Aufnahme in die Moose, wenn sie in kombinierten
Metalllésungen vorliegen?
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3. Material und Methoden

3.1 Vorbereitung des Proebenmaterials

Die ausgewahlten Moose Pohlia drummondii, Physcomitrium patens und Hypnum
cupressiforme wurden vom Department of Functional and Evolutionary Ecology der
Universitat Wien zur Verfliigung gestellt. Die Moose wurden vor Beginn der Experimente auf
frische Agarplatten mit Ndhrmedium iiberimpft. Uber einen Zeitraum von circa vier Wochen
wurden sie unter kontrollierten Bedingungen bei 20 Grad Celsius und unter Lichteinwirkungen
wachsen gelassen. Dabei hatten die Moose 14 Stunden Licht und 10 Stunden Nacht. Diese
Moose wurden fiir alle nachfolgenden Experimente genutzt.

3.2 Toleranztests

Die Ermittlung der Toleranzgrenzen der Moose gegeniliber den Schwermetallen CuCl, FeCl,,
MnCl; und Sb-(lll)-Acetat stellte die Basis fir die weiteren Untersuchungen dar. Um die
maximalen Metallkonzentrationen zu ermitteln, bei der die jeweiligen Moose noch tiberleben,
wurden Plasmolyseuntersuchungen durchgefiihrt. Da nur in lebenden Zellen eine Plasmolyse
stattfinden kann (Sassmann et al. 2010), kann mit Hilfe dieser Methode eine Aussage dariber
getroffen werden, ab welchen Metallkonzentrationen die schadliche Wirkung so hoch ist, dass
die Moose nicht mehr Gberlebensfahig sind.

Fiir die ausgewahlten Metalle CuCl,, MnCl,;, FeCl, und Antimon-(lll)-acetat wurden Stamm-
Loésungen in einer Konzentration von 100mM zu je 100ml hergestellt. Die Toleranztests
wurden in einer 96-Mikrotiter-Wellplatte durchgefiihrt. Die Metalllésungen wurden in die
Wellplatte pipettiert und eine Verdinnungsreihe gemacht, sodass Konzentrationen von
100mM bis 1nM (10M bis 108M) getestet werden konnten. AnschlieRend wurden
Moosproben, hauptsachlich ganze Gametophyten, fir 48 Stunden in die Losungen eingelegt.
Um die Verdunstung so gering wie moglich zu halten, wurden die Wellplatten mit einer
Klarsichtfolie verschlossen und in eine Glaskammer gelegt. Alle Versuche wurden zwei Mal
wiederholt.

3.3 Ermittlung der Toleranzgrenzen

Nach 48 Stunden fand die Ermittlung der Toleranzgrenzen mit Hilfe von Plasmolysetests statt.
Hierflr wurde als Plasmolytikum eine 0,8M Manitlosung fiir Physcomitrium patens und Pohlia
drummondii und eine 1M Manitlésung fir Hypnum cupressiforme verwendet. Die
unterschiedlichen Konzentrationen wurden aufgrund der verschiedenen Zellwanddicken der
Moose verwendet. (Petschinger et al. 2021b). Hypnum cupressiforme hat eine dickere
Zellwand verglichen mit Physcomitrium patens. Mit einer durchschnittlichen Dicke von etwa
0,9 uM (Petschinger et al. 2021a) war die Beurteilung der Plasmolyse bei Hypnum
cupressiforme mit der 0,8M Manitlésung sehr schwierig und nicht eindeutig. Deshalb wurde
fiir die Auswertung der Toleranzreihen und der weiteren Versuche flir Hypnum cupressiforme
eine Zuckerlésung in hoherer Konzentration von 1M gewadhlt. Es wurden 200pl der
Manitlosung jeweils in die 96-Mikrotiter-Wellplatte pipettiert. Die Moose wurden aus den
Metalllésungen herausgenommen, leicht abgetupft und sofort in die Manitlésung
eingetaucht. Dort blieben sie fir 30 Minuten.
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Da es sich hierbei um eine hypertone Zuckerlésung handelt, findet ein osmotischer
Wasserentzug (Plasmolyse) statt und der Protoplast |6st sich langsam von der Zellwand ab
(Matyssek und Herppich 2019). Wenn es zu einer Plasmolyse kommt, verliert die Vakuole
Wasser. Normalerweise besitzt die Vakuole ein bestimmtes osmotisches Potential. Dadurch
wird es moglich, dass Wasser in die Vakuole gesaugt werden kann. Durch dieses Prinzip wachst
die Vakuole und driickt von innen gegen die Zellwand, was man auch als Tugordruck
bezeichnet. Dieser Innendruck ist flr die Stabilitat der Zelle wichtig (Reil3er et al. 2019).
Wenn allerdings eine hypertone L6sung mit einem negativen osmotischen Potential in die
Umgebung der Zelle kommt, verliert diese sehr schnell Wasser an die Umgebungslosung. Der
Grund dafiir ist, dass Wassermolekiile liber semipermeable Membranen dort hinwandern, wo
das negativere Wasserpotential ist, da es ein spontaner Reaktionsverlauf ist (Exergon) (Weiler
et al. 2008). Dieser Prozess findet so lange statt bis im Inneren der Zelle das gleiche osmotische
Potenzial vorliegt wie in der Umgebung. Durch diesen schnellen und starken Wasserverlust
schrumpft der Protoplast und I6st sich schliel3lich von der Zellwand ab (Weiler et al. 2008)
(Abb. 5 und 6). Da dieser Vorgang nur bei lebenden Zellen und intakten Membranen erfolgt
(Sassmann et al. 2010), ermoglicht er die Beurteilung, ob eine Zelle noch lebt (Plasmolyse)
oder tot ist (keine Plasmolyse).

Zellwand
a r—= Mittellamelle

\ \ = .\ i}
| < b A IS A e u | f :‘:\
"W,._.:'f?\' }5” \
b3t RS
Abb. 5. a) Turgeszenz b) beginnende Plasmolyse Abb. 6. Physcomitrium patens
c) Konvexplasmolyse d) Konkavplasmolyse MnCl; + FeCl, : Konvex- und
(Weiler et al. 2008) Konkavplasmolyse

Die Beurteilung der Plasmolyse und somit das Uberleben der Moose erfolgte mit einem
Mikroskop der Marke Olympus (BX41), bei dem die Objektive 4x, 10x, 20x und 40x
angewendet wurden. Das Mikroskop war zuséatzlich mit einer Mikroskop- Kamera Nikon (DS-
Fi3) und dem Programm Nikon NIS-Elements verknlpft, wodurch es moglich war Fotos
aufzunehmen.

3.4 Kombinationslésungen

Um die Frage beantworten zu kénnen, ob Metalle in Kombination schadlicher fiir die Moose
sind als eines alleine, wurden Kombinationslésungen der Metalle hergestellt. Insgesamt
ergaben sich sechs Kombinationen mit zwei Metallen, vier Kombinationen mit drei Metallen
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und eine Kombination, bei der alle vier Metalle vorkommen (Tabellen 1-3). Dafiir wurden
zunachst 10ml Losungen fir jedes Metall hergestellt und zwar in der Konzentration, bei der
die Toleranzgrenze fiir das jeweilige Moos lag.

Wie auch schon bei den Toleranztests war das Ziel dieses Experiments, das Uberleben der
Moose zu beurteilen, indem man das Ausmald der Plasmolyse unter dem Mikroskop
beobachtet. Auch in diesen Versuchen wurde mit einer 96-Mikrotiter-Wellplatte gearbeitet.
Flr jedes Metall wurde eine neue Losung in der maximal tolerierbaren Konzentration fiir das
jeweilige Moos hergestellt und anschlieRend direkt in der Wellplatte kombiniert. Da das
Fassungsvolumen eines Wells bei ca. 200ul liegt, wurden bei den Kombinationen aus zwei
Metallen jeweils 100ul pipettiert (Tabelle 1), bei den Kombinationen aus drei Metallen jeweils
ca. 67ul (Tabelle 2) und bei der Kombination aller vier Metalle jeweils 50ul (Tabelle 3).
Zusatzlich wurde zu jeder Kombination parallel eine Verdinnung gemacht. Das weitere
Vorgehen war ident zu den Schritten bei den Toleranztests. Die Moose wurden fiir 48 Stunden
in die Losungen eingelegt. Danach wurden sie fiir 30 Minuten in eine 0,8M beziehungsweise
1M Manitlésung fiir Hypnum cupressiforme eingelegt und anschlieBend unter dem Mikroskop
die Plasmolysefahigkeit der Zellen und somit die Toxizitat der Metallkombinationen
untersucht.

Kombinationen pl
1  CuCly+FeClz 100 pl +100 pl
2 CuCl+MnCly 100 pl +100 pl
3 CuClx+Sb-Acet. 100 pl +100 pl
4  MnCl+FeCl; 100 pl +100 pl
5  MnCly+ Sb-Acet. 100 pl +100 pl
6  Sb-Acet. +FeCl; 100 pl +100 pl

Tabelle 1: Kombinationen aus zwei Metallen

Kombinationen ul
CuCl+MnCl+FeCl; 67 ul +67 pl +67 pl
CuCl+MnCl+ Sb-Acet. 67 pl +67 pl +67 pl
CuCl+FeCly+Sb-Acet. 67 ul +67 pl +67 ul
MnCl+FeCl+Sb-Acet. 67 ul +67 pl +67 pl

A WON -

Tabelle 2: Kombinationen aus drei Metallen

Kombinationen Ml
1  CuCl+MnCly+FeCly+ Sb-Acet. 50 pl+50 pl+50 pl+50 pl

Tabelle 3: Kombinationen aus vier Metallen

3.5 Wachstum der Moose

Nachdem mikroskopisch untersucht wurde wie sich die Metalle, einzeln und in Kombination,
auf die Moose auswirken und die Toleranzgrenzen festgelegt wurden, stellte sich die Frage
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nach dem Einfluss der Schwermetalle auf das Wachstum der Moose. Hierflir wurde Agar
vorbereitet, in den sowohl die einzelnen Metalle als auch die Kombinationslésungen
mitverarbeitet wurden. Um eine Vergleichbarkeit zu den mikroskopischen Versuchen zu
erzielen, wurden die Konzentrationen aus den Ergebnissen der Toleranztests gewahlt. Der
Agar wurden nach Bezanilla (2012) hergestellt. (Bezanilla)-
https://sites.dartmouth.edu/bezanillalab/moss-methods/)

Bestandteile Menge
MgS04.7H20 (500X) 2ml
KH2PO4 (500X) 2ml
CaNO3z.4H;0 (500X) 2ml
FeSO4.7H20(Amresco 0387-500G) | 12,5 mg
Micro Elements (1000X) Iml
Di-ammonium tartrat (500X) 2ml
Agar 79

Tabelle 4: Bestandteile fir die Herstellung von 1L Medium

Fiir die Herstellung von 1L Medium wurde in ein 1L Becherglas ca. 500 ml destilliertes Wasser
eingefillt und auf dem Magnetrihrer nach und nach die restlichen Bestandteile dazu
pipettiert (Tabelle 4). Die 7g Agar wurden auf 8 100ml Erlenmeyerkolben aufgeteilt (in jedes
ca. 0,7g) und anschlieRend auf 100ml| mit dem vorbereiteten Medium aufgefillt. Zum Schluss
wurden die Metalllésungen in die Erlenmeyerkolben hinzugefligt, sodass man auf die gleichen
Konzentrationen wie in den Plasmolyseversuchen kommt. Das fertig vorbereitete Agar-
Medium wurde mit Watte und Alufolie gut verschlossen und mit einem Indikator-
Klebestreifen versehen. Das Medium wurde autoklaviert und fiir die weitere Verwendung im
Kihlschrank gelagert. Um die Moose auf dieses Medium zu tberimpfen, wurde der Agar in
der Mikrowelle erwdarmt, bis er wieder fliissig wurde und anschlieRend unter sterilen
Bedingungen (Laminar air flow) in Petrischalen mit einem Durchmesser von ca. 5cm gegossen
und bei Raumtemperatur ausharten gelassen. Nachdem der Agar in den Petrischalen fest
geworden war, konnten sie mit Moosen bepflanzt werden oder gut verschlossen bis zur
weiteren Verwendung im Kihlschrank gelagert werden.

In diesem ersten Versuch wurden zunachst nur acht Metalle und Metallkombinationen zufallig
ausgewahlt und in das Medium hinzugefligt. Das waren CuCl,, MnCl,, FeCl,, Sb-Acetat, CuCl, +
MnCl; + FeCls, CuCl; + MnCl; + Sb-Acetat, MnCl; + FeCl, + Sb-Acetat und CuCl; + FeCl; + Sb-
Acetat. Es zeigte sich, dass nach dem Autoklavieren der Agar in den Kolben nicht fest
geworden ist. Ausnahmen waren nur die Medien, in denen die Metalle einzeln und in einer
Konzentration von 1mM verarbeitet wurden. Alle anderen waren noch fllssig, weshalb der
Versuch gestartet wurde die gleiche Menge an Agar wie bei der Herstellung in die noch
flissigen Medien hinzuzufiigen. Da dies nur einen maBigen Erfolg brachte wurde neues
Medium fir alle einzelnen Metalle und alle Kombinationen hergestellt. Die Konzentrationen,
die in den Toleranztests ermittelt wurden, waren nicht fiir alle Metalle einheitlich. Es bestand
daher die Annahme, dass die unterschiedlichen und hohen Konzentrationen der Grund fiir das
flissige Medium waren. Deshalb wurden fiir alle Metalle und Metallkombinationen Losungen
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in einer Konzentration von 100uM hergestellt. Losungen mit einer Konzentration von 1mM
wurden nur fir die Einarbeitung der einzelnen Metalle in das Medium herstellt. Zusatzlich
wurde bei der Herstellung die doppelte Menge an Agar verwendet. Durch die
Vereinheitlichung der Metallkonzentrationen und der doppelten Menge an Agar sind die
Medien fest geworden und konnten fiir die Kultivierung der Moose eingesetzt werden (Abb.7).
Die Plasmolyseversuche wurden mit den neuen angepassten Konzentrationen wiederholt, um
eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erzielen.

In zwei Durchgangen wurden nun die Moose Physcomitrium patens und Pohlia drummondii
auf die vorbereiteten Metallplatten unter sterilen Bedingungen Uberimpft. Gleichzeitig
wurden die Moose auch auf Kontrollagar ohne Metallzugabe (berimpft, um eine
Vergleichbarkeit im Wachstum sehen zu kénnen. Es wurde jeweils eine Moosart pro Platte in
neun Spots Uberimpft, sodass auf einem Medium neun neue Gametophyten wachsen konnten
(Abb. 8). Nach dem Bepflanzen der Platten wurden die Petrischalen gut mit Parafilm®
verschlossen und in einem Inkubationsschrank unter kontrollierter Temperatur-und
Lichteinwirkung wachsen gelassen. Das Wachstum der Moose wurde mit Hilfe von Fotos
dokumentiert. Uber einen Zeitraum von 4 Wochen, wurde am Ende jeder Woche eine
Aufnahme der Platten gemacht und somit der Fortschritt des Wachstums untersucht. Fur die
bildliche Darstellung wurde eine Digitalcamera (Canon EOS 2000D) verwendet. Um den
Wachstumsfortschritt grafisch darstellen zu kénnen wurde das Programm Image J verwendet.

Die Kultivierung von Hypnum cupressiforme auf den Metallplatten war nicht méglich, da es in
den urspriinglichen Moosplatten zu Kontaminationen gekommen ist. Es wurde versucht diese
Kontamination zu vermindern beziehungsweise zu beseitigen, in dem kleine noch griine
Spitzen des Mooses auf frisches Kontrollmedium tberimpft wurden. Da dies aber keinen
Erfolg brachte, gibt es flir Hypnum cupressiforme fir diesen Versuch keine Ergbenisse.

Abb. 7. Autoklavierte Metallmedien Abb. 8. Pohlia drummondii auf
Kontrollplatte

3.6 Probenvorbereitung EDX

EDX steht fiir Energiedisperse Rontgenspektroskopie (engery dispersive x-ray spectroskopy).
Mit diesem Verfahren wurde untersucht, ob und auch vor allem wo in der Probe die
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Schwermetalle aufgenommen wurden. Es handelt sich dabei um ein spektroskopisches
Verfahren, das sowohl qualitativ als auch quantitativ verwendet werden kann (Sigee 1993),
Microscopy Australia: https://micro.org.au/). In der vorliegenden Arbeit wurde eine
gualitative Untersuchung gemacht, um zu erfahren, ob und welche Schwermetalle von den
Moosen adsorbiert wurden. Das Funktionsprinzip des EDX basiert auf einem Elektronenstrahl
der auf die Probe trifft, diese durchdringt und mit den Atomen, aus denen die Probe aufgebaut
ist, wechselwirkt (Microscopy Australia: https://micro.org.au/). Bei dieser Wechselwirkung
entstehen die Bremsstrahlung und die charakteristische Rontgenstrahlung aufgrund der
Elektroneniibergange zwischen den Elektronenschalen. Das passiert dadurch, dass der
eintreffende Elektronenstrahl ein Elektron aus einer inneren Schale des Atoms entfernt und
anschliefend aus einer dulReren Schale ein Elektron in die entstandene Liicke aufgenommen
wird (Haschke und Flock 2017), Microscopy Australia: https://micro.org.au/). Bei diesem
Prozess wird ein Rontgenphoton emittiert. Diese emittierte Rontgenstrahlung entspricht der
Differenz zwischen den lonisierungsenergien der Elektronen, die an diesem Ubergang beteiligt
sind. In jeder Schale haben die Elektronen spezifische lonisierungsenergien und die sind fur
jedes Element verschieden. Aus diesem Grund kann durch die Energie der Rontgenstrahlen,
die am Detektor ankommen, unterschieden werden, um welches Element es sich handelt
(Microscopy Australia: https://micro.org.au/).

Damit diese Untersuchungen gemacht werden konnen, mussten die Proben zunachst
vorbereitet werden. Der erste Durchgang der Messungen wurde mit Physcomitrium patens
gemacht. In diesem ersten Durchgang wurden zufallig sechs Metallldsungen ausgesucht, in
die die Moose eingelegt wurden. Das waren: CuCl,, FeCl», Sb-Acetat, CuCl, + FeCly, CuCl, + FeCl»
+ Sb-Acetat, CuCl, + FeCl, + Sb-Acetat + MnCl;. Die Konzentrationen aller Lésungen betrug
100uM, wie in den Versuchen vorher. Da das Interesse bei diesen Messungen nicht nur darin
lag zu untersuchen, ob und wo sich die Metalle im Moospflanzchen befinden, sondern auch,
ob es einen Unterschied macht wie lange die Metallwirkung ist, wurden zwei Probensets
vorbereitet. Im ersten Probenset wurde Physcomitrium patens fiir 20 Stunden in die
Metalllésungen eingelegt und im zweiten Probenset fiir 2 Stunden. Um die eingelegten Moose
weiter flr die Messung vorzubereiten, wurden sie nach 20 bzw. 2 Stunden aus den Losungen
herausgenommen, kurz in destilliertes Wasser gelegt, abgetupft und in 1ml Eppendorfgefilie
Ubergefiihrt. AnschlieRend wurde Parafilm® Uber die offenen Eppis gespannt, kleine Locher
hineingestochen und die Proben in den Gefriertrockner gelegt. Der Parafiim® wurde
eingesetzt um zu verhindern, dass nach der Gefriertrocknung das Vakuum die
Moospflanzchen aus den Eppis hebt, da es sich um sehr gerninges Pflanzenmaterial handelt.
Nach 2 Tagen wurden die Moose aus dem Gefriertrockner herausgenommen. Die trockenen
Moospflanzchen konnten nun auf Aluminiumstubs, die mit einer doppelseitig klebenden
Kohlefolie bedeckt wurden, aufgebracht werden (Abb. 9). Da bei den Moosen nicht nur die
kleinen Blattchen fir die Messungen verwendet wurden, sondern hauptsachlich ganze
Stammchen, wurde das Pflanzenmaterial unter dem Stereomikroskop mit Hilfe einer Pinzette
auf die klebende Kohlefolie moglichst flach gedriickt. Diese Vorgang war wichtig um eine gute
und ungehinderte Detektion der Rontgenstrahlen zu ermoglichen (Sigee 1993).

20



Abb. 9. Physcomitrium patens auf Stubs fiir die EDX-Messung

Nachdem sich gezeigt hat, dass die Messungen erfolgreich waren, wurden auch die restlichen
Metallkombinationen an Physcomitrium patens getestet. Pohlia drummondii und Hypnum
cupressiforme wurden ebenfalls fiir die Elektronenmikroskopie vorbereitet. Die
Probenvorbereitung war sehr dhnlich zum ersten Durchgang mit Physcomitrium patens.
Abwandlungen zur ersten Probenvorbereitung gab es in der Art der Trocknung. Da die
Gefriertrocknung keinen vorteilhaften Unterschied zur Lufttrocknung zeigte, wurde bei allen
drei Moosarten auf die Gefriertrocknung verzichtet. Stattdessen erfolgte die Trocknung der
Moospflanzchen direkt in offenen Eppendorfgefilen fir 2 Tage an der Luft
(Raumtemperatur). Die Wahl der Metalllésungen, sowie die Zeitspanne von 20 Stunden in
denen die Moose den Metallen ausgesetzt waren, bleiben gleich.

3.7 EDX Messung und Auswertung

Mit dem Einsatz der EDX-Messungen sollte gezeigt werden, ob und vor allem in welchen Teilen
der Moose die einzelnen Metalle adsorbiert wurden. Es wurden Ubersichtsbilder erfasst, die
einen Uberblick Giber die Metallverteilung im gesamten Préparat liefern.

Die Erstellung dieser Maps ist eine relativ schnelle Methode, bei der mehrere Bilder
gleichzeitig generiert werden kdnnen (Sigee 1993) und somit alle Elemente, die man vorher
im Programm ausgewadhlt hat und in der Probe enthalten sind, sichtbar machen kann. Jedes
Element kann in einer anderen Farbe anzeigt werden, wodurch eine Uberlagerung zweier oder
mehrerer Bilder der Elemente Uber das Elektronenmikroskopiebild moglich ist (Sigee 1993).
Dabei zeigt jeder bunte Pixel an, ob und wo sich das Metall in der Probe befindet. Um die
Bilder moglichst gut zu interpretieren, war es erforderlich, die Moose moglichst flach auf die
doppelseitig klebende Kohlefolie aufzubringen. Der Grund daflir ist, das abstehende Teile der
Probe einen ,,Schatten” bilden kdnnten und somit das Signal nicht bei dem Detektor ankommt
(Sigee 1993). Da es nicht immer moglich war die Moose gleichméaRig flach zu positionieren,
konnte die Interpretation durch die sogenannten CPS Bilder erleichtert werden. CPS steht fiir
Counts per second und ist Bestandteil der Software TEAM (=Texture and Elemental Analytik
Microscopy), die flir EDAX-Ametek angewendet wurde. Mit Hilfe dieser CPS Darstellung erhalt
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man Informationen zu den jeweiligen Pixeln in den Ergebnisbildern. Je heller die Pixel sind,
desto mehr Rontgenzdhlungen wurden gemessen. Dunkle Stellen an der Probe, die man auf
der CPS Map gut sehen kann, lassen vermuten, dass hier keine oder kaum
Rontgenstrahlsignale vorkommen (EDAX: Smart CPS Mapping Technical Note). Dadurch kann
man darauf schlieRen, das entweder in diesen Bereichen keine Metalle vorkommen oder eine
Absorption der Strahlen stattgefunden hat, weil die Probe nicht ebenmaRig war (Vermutung
der Autorin). In der Abbildung 10 ist so ein Fall dargestellt. Im CPS Bild (Abb. 10) ist im
eingezeichneten Rechteck ein dunkles Moosblattchen zu erkennen. Abbildung 11 ist das
unbearbeitete Originalbild, in dem man schon sehen kann, dass in diesem Bereich weniger
Kupfersignale vorkommen als in den helleren Bereichen der Probe. Noch deutlicher wird dies
in Abbildung 12 die eine Uberlagerung der Abbildungen 10 und 11 ist.

Die Bearbeitung der EDX-Bilder und die Bildliberlagerungen wurden mit Hilfe des
Bildbearbeitungsprogrammes GIMP 2.10.24 durchgefihrt.

Abb. 10. CPS-Bild von Physcomitrium patens

500 um

Abb. 11. CPS-Bild von Physcomitrium patens- Abb. 12. CPS-Bild von Physcomitrium patens-
Kupferverteilung: unbearbeitetes Originalbild mit Kupferverteilung: Uberlagerung der Abb. 10
weniger Signalen an der markierten Stelle und 11
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4. Ergebnisse

4.1 Toleranzgrenzen
Jede Moosart wurde einzeln mit den vorbereiteten Metalllésungen getestet und durch
Beurteilung der Plasmolyse konnten die jeweiligen Toleranzgrenzen ermittelt werden.

Pohlia drummondii

Metalle Konzentrationen
100mM 10mM 1mM 100pM 10uM lpuM  100mM 10nM
CuCl - - +/— + + + + +
FeCl, - - +/— + + + + +
MnCl; - + + + + - + +
Sb-Acetat - - +/— + + + + +

Tabelle 5: Ergebnisse der Toleranztests fur Pohlia drummondii: - keine Plasmolyse, + Plasmolyse, +/-
Toleranzgrenze

In Tabelle 5 sind die Ergebnisse der Toleranztests fiir Pohlia drummondii zusammengefasst.
Die Festlegung der Toleranzgrenze erfolgte durch Beurteilung der Plasmolysefahigkeit des
Mooses. Ausgehend von der hoéchsten Metallkonzentration von 100mM wurde eine
Verdinnungsreihe bis 10 nM durchgefiihrt und als Toleranzgrenze wurde jene Konzentration
gewahlt, bei der etwa mehr als 50% der Zellen plasmolysiert sind. In Tabelle 5 wurde dies
durch das Zeichen +/- gekennzeichnet.

Es zeigte sich, dass Pohlia drummondii gegeniiber den Metallen Kupfer, Eisen und Antimon ab
einer Konzentration von 1mM tolerant ist. Das Ablosen des Protoplasten von der Zellwand
war ab dieser Konzentration gut erkennbar. Die Chloroplasten zeigten ab 100pM kaum
Veranderungen in ihrer Form und ihre griine Farbe blieb bestehen. Bei der festgelegten
Toleranzgrenze von 1mM fir diese drei Metalle war die Plasmolyse zwar bei mehr als der
Halfte der Zellen erkennbar, allerdings wirkte die Farbe und die Form der Chloroplasten in
vereinzelten Zellen von den Schwermetallen geschadigt. Dennoch wurde diese Konzentration
flir Kupfer, Eisen und Antimon gewahlt, weil der GrofR3teil der Zellen Plasmolyse zeigte und
somit als lebende Zellen galten (Petschinger et al. 2021b).

Bei Mangan hingegen zeigte sich bereits bei einer Konzentration von 10mM, dass Pohlia
drummondii dieses Schwermetall gut toleriert. Bereits bei 100mM konnte man in vereinzelten
Zellen eine Plasmolyse beobachten. Ab 10mM war die Ablésung des Protoplasten von der
Zellwand deutlich zu erkennen. Diese Ergebnisse sind mit den Ergebnissen von Adlassnig et.
al (2016) fur das Moos Pohlia drummondii vergleichbar.
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Physcomitrium patens

Metalle Konzentrationen
100mM 10mM 1mM 100pM 10uM 1uyM  100mM 10nM
CuCl - - +/— + + + + +
FeCl, - - +/— + + + + +
MnCl; - + + + + + + +
Sb-Acetat - - +/— + + + + +

Tabelle 6: Ergebnisse der Toleranztests flir Physcomitrium patens : - keine Plasmolyse, + Plasmolyse,
+/ - Toleranzgrenze

Die Ergebnisse aus den Versuchen zur Ermittlung der Toleranzgrenzen von Physcomitrium
patens sind vergleichbar mit den Resultaten von Pohlia drummondii. Obwohl Physcomitrium
patens normalerweise nicht an schwermetallbelastenden Standorten vorkommt (Sassmann et
al. 2015a), zeigt das Moos eine gleich gute Toleranz gegentiber den Schwermetallen wie Pohlia
drummnodii, das eigentlich eine metalltolerante Spezies ist (Adlassnig et al. 2016). Kupfer,
Eisen und Antimon wirken in héheren Konzentrationen als 1mM schadlich auf das Moos. Die
Zellen zeigen keine Plasmolyse und vor allem bei Kupfer und Antimon sind die Chloroplasten
bei 100mM und 10mM nicht mehr erkennbar und die Farbe des Mooses ist grau und nicht
mehr grin. Gegenliber Mangan zeigt auch Physcomitrium patens eine bessere Toleranz als
gegeniber den anderen Schwermetallen. Wie bei Pohlia drummondii liegt auch hier die
Toleranzgrenze bei 10mM. Die Zellen sind plasmolysiert und die Chloroplasten sind intakt.

Hypnum cupressiforme

Metalle Konzentrationen
100mM 10mM 1mM 100pM 10uM lpM  100mM 10nM
CuCl; - - +/— + + + + +
FeCl; - - - +/— + + + +
MnCl; - + + + + + + +
Sb-Acetat - — — +/— + + + +

Tabelle 7: Ergebnisse der Toleranztests fir Hypnum cupressiforme : - keine Plasmolyse, + Plasmolyse,
+/- Toleranzgrenze

Im Gegensatz zu Pohlia drummondii und Physcomitrium patens liegen die Toleranzgrenzen
von Eisen und Antimon bei Hypnum cupressiforme bei 100uM. In den hdheren
Konzentrationen ist einerseits die Plasmolyse nicht erkennbar und andererseits sind die
Proben eher braunlich. Da die Proben noch kontaminiert waren und diese Kontamination
nicht vollstandig entfernt werden konnte, besteht die Annahme, dass es dadurch zu der
braunlichen Farbe sowie zum geringen Toleranzniveau kam. Basierend auf den Daten von
Adlassnig et. al (2016) missten die Ergebnisse von Hypnum cupressiforme mit den Ergebnissen
von Pohlia drummonndii vergleichbar sein. Gegenliber Kupfer und vor allem Mangan zeigte
das Moos eine gute Toleranz. Mangan in héheren Konzentrationen scheint dem Moos nicht
viel zu schaden, da auch hier bereits bei 10mM mehr als die Hélfte der Zellen Plasmolyse
zeigen. Auch gegenliber Kupfer ist Hypnum cupressiforme ab einer Konzentration von 1mM
tolerant.
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4.2 Kombinationen

Aus den vier ausgewahlten Schwermetallen CuCl;, MnCl,, FeCl,, Sb-Acetat wurden insgesamt
zehn Kombinationen getestet. Sechs Losungen waren Kombinationen aus jeweils zwei
Metallen und vier Losungen ergaben sich bei denen jeweils drei Metalle miteinander
kombiniert wurden. Durch Ermittlung der Toleranzgrenzen waren die Konzentrationen der
jeweiligen Metalle vorgegeben. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 8 noch einmal
zusammengefasst. Mit Hilfe dieser Angaben konnten somit Kombinationslésungen in genau
definierten Konzentrationen hergestellt werden. Alle Versuche wurden zweimal durchgefiihrt.
Wie bereits im Material- und Methodenteil in dieser Arbeit erwahnt, war es bei der
Beurteilung des Wachstums der Moose auf metallhaltigen Agarplatte notwendig die
Konzentrationen der Schwermetalle zu dndern, da der Agar mit den Metall-Konzentrationen
aus den Ergebnissen der Toleranztests nicht fest geworden ist. Um eine Vergleichbarkeit in
Bezug auf alle Ergebnisse zu erzielen, wurden auch die Ergebnisse aus den mikroskopischen
Untersuchungen der angepassten Konzentrationen unter einem eigenen Punkt besprochen.
Zunachst wurden nur Pohlia drummondii und Physcomitrium patens getestet, da Hypnum
cupressiforme kontaminiert war. Die Versuche mit Hypnum cupressiforme wurden zu einem
spateren Zeitpunkt durchgefiihrt.

In den folgenden Ergebnissen wird nun in Form von Tabellen und mikroskopischen Bildern die
Uberlebensfihigkeit und die Toxizitat der Metallkombinationen auf die drei Moosarten Pohlia
drummnodii, Physcomitrium patens und Hypnum cupressiforme beschrieben.

Moose Metalle

CuCl, MnCl, FeCl, Sb-Acetat
P. drummondii 1ImM 10mM ImM 1mM
P. patens 1ImM 10mM 1mM 1mM
H. cupressiforme ImM 10mM 100uM 100puM

Tabelle 8: Toleranzgrenzen fiir Pohlia drummondii, Physcomitrium patens, Hypnum cupressiforme

Pohlia drummondii

In Tabelle 9 sind die Ergebnisse aus zwei Versuchen beschrieben. In beiden Fallen lagen die
Konzentrationen von CuCl,, FeCl> und Sb-Acetat bei 1mM und von MnCl; bei 10mM. Es wurde
in beiden Versuchen zusatzlich eine Verdiinnung gemacht, bei der 20ul der kombinierten
Metalllésungen zu 180ul destilliertem Wasser hinzupipettiert wurden. Daraus ergaben sich
bei der Verdiinnung folgende Konzentrationen:

—  CuCl; 100puM (10*M)

—  MnCl; IMm (103M)

—  FeCl, 100pM (10°*M)

— Sb-Acetat 100uM (10“M)
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Kombinationen Probe 1 Probe 2

1ImM  100pM 1ImM  100pM
CuCl, + FeCl» + T + +
CuCl; + MnCl; +/— + +/— +
CuCl> + Sb-Acetat +/— + - +
MnCl; + FeCl» +/— + +/— +
MnCl, + Sb-Acetat + + + +
FeCl, + Sb-Acetat +/— + +/— +

Tabelle 9: Ergebnisse der Plasmolyseuntersuchungen aus dem ersten und zweiten
Durchgang (Probe 1/ Probe2) flir Pohlia drummondii: + Plasmolyse, - keine Plasmolyse, +/-
keine eindeutige Plasmolyse / weniger als 50% plasmolysiert

Kombinationen aus zwei Metallen:

Pohlia drummondii gilt als tolerante Spezies die auch an metallbelasteten Standorten wachst
(Antreich et al. 2016). Diese Eigenschaften konnten sowohl bei den Kombinationen aus zwei
Metallen als auch bei den Kombinationen aus drei Metallen beobachtet werden. Das Moos
zeigte bei diesen Versuchen eine gute Toleranz und Uberlebensfihigkeit gegeniiber den
Metallkombinationen und fast immer eine vollstéandige Plasmolyse in den Proben die in die
verdlinnten Losungen eingelegt wurden.

Die Ergebnisse aus zwei Versuchen sind bis auf eine Kombination, namlich CuCl; + Sb-Acetat
sehr dhnlich. Der in den Tabellen angegebene Ausdruck +/- wurde zur Beurteilung gewahlt,
wenn das Ergebnis der Plasmolyse nicht absolut eindeutig war. Es zeigt an, dass Plasmolyse
zwar grofStenteils in der Probe stattgefunden hat, aber zum Teil auch einige Veranderungen
in Bezug auf die Chloroplasten oder der gesamten Probe beobachtet werden konnten oder
nur in etwa der Halfte der Probe Plasmolyse zu sehen war. Dieser Ausdruck wird in der
Beschreibung der restlichen Ergebnisse immer mit der gleichen Bedeutung verwendet. Auf
diese Veranderungen wird im Folgenden ndher eingegangen.

Bei der Kombination CuCl, + MnCl; konnte in beiden Versuchen grofStenteils Plasmolyse
beobachtet werden, allerdings waren vor allem die Spitzen der Blatter meist grau und
Chloroplasten waren an diesen Stellen nicht mehr erkennbar (Abb. 13a). AuRerdem war die
Farbe der Chloroplasten im ersten Versuch etwas dunkler/graulicher. In den verdiinnten
Loésungen hingegen war die Farbe der Chloroplasten und die Plasmolyse deutlich zu erkennen.
Ahnlich war es bei den Versuchen mit CuCl, + Sb-Acetat. Vor allem im zweiten Durchgang
konnten kaum Zellen identifiziert werden, die noch plasmolysefahig waren (Abb. 13b).
AuBerdem verloren die Chloroplasten ihre griine Farbe und die Blatter des Mooses erschienen
unter dem Mikroskop grau beziehungsweise farblos. Im ersten Versuch hingegen war die
Toleranz gegentiiber dieser Kombination etwas besser.

Gegenliber den Kombinationen MnCl, + Sb-Acetat, MnCl,; + FeCl, sowie Sb-Acetat + FeCl»
zeigte Pohlia drummondii eine gute Uberlebensfihigkeit. Plasmolyse war bei allen drei
Kombinationen und in beiden Versuchen zu einem grofRen Teil zu beobachten (Abb. 13c-e).
Bei allen drei Kombinationen waren keine Farbverdanderungen oder Verformungen der
Chloroplasten zu beobachten und in allen sechs Fillen war die Uberlebensfihigkeit des
Mooses in den verdiinnten Losungen deutlich besser (Abb. 13f).
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Abb. 13. Pohlia drummondii: Ergebnisse der Plasmolyseversuche: (a) CuCl, + MnCl, 1mM, (b) CuCl, +
Sb-Acetat 1mM Probe 2, (c) MnCl; + Sb-Acetat 1mM, (d) MnCl, + FeCl, 1mM, (e) FeCl,+ Sb-Acetat
1mM, (f) CuCl; + Sb-Acetat 100uM
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Kombinationen aus drei Metallen

Die Toleranz gegeniiber den Kombinationslésungen aus drei Metallen war nahezu genauso
hoch wie bei den vorangegangenen Versuchen mit nur zwei Metallen in Kombination. Das
Vorgehen der Beurteilung und Beschreibung der Ergebnisse erfolgt wie in den bereits vorher
beschriebenen Ergebnissen.

Kombinationen Probe 1 Probe 2
1mM 100uM 1mM 100uM
CuCl,+MnCl>+FeCl, +/— + +/— +
CuCl2+MnCl,+Sb-Acetat +/— + +/— +
CuCl>+FeCl,+Sb-Acetat +/— + + +
MnClz+FeCl+Sb-Acetat +/— + + +

Tabelle 10: Ergebnisse der Plasmolyseuntersuchungen aus dem ersten und zweiten Durchgang
(Probe 1/ Probe2) fir Pohlia drummondii

Wie aus der Tabelle 10 ersichtlich ist, zeigte Pohlia drummondii eine gute Uberlebensfihigkeit
gegeniber den Metallkombinationen. Allerdings waren bei nahezu allen Kombinationen, bis
auf zwei, entweder physiologische Verdanderungen zu beobachten oder die Plasmolyse fand
nur in circa 50% der Zellen statt.

In der ersten Versuchsreihe reagierte Pohila drummondii auf CuCl> + MnCl, + Sb-Acetat und
CuCl, + FeCl; + Sb-Acetat ahnlich. Plasmolyse war in beiden Fallen zwar vorhanden, aber es
waren dazwischen Zellen zu sehen, die nicht plasmolysiert waren oder die Chloroplasten keine
grine Farbe mehr hatten (Abb. 14a,c). Bei beiden Kombinationslésungen konnte man
allgemein in der gesamten Probe sehen, dass die Farbe der Chloroplasten etwas dunkler war.
Im zweiten Versuch und vor allem auch in den Verdiinnungen der Lésungen reagierte das
Moos viel besser auf die Metallkombinationen (Abb. 14b,d).

Die Proben die in die Kombinationen CuCl; + MnCl; + FeCl; und MnCl, + FeCl, + Sb-Acetat
eingelegt wurden zeigten ebenfalls dhnliche Reaktionen. Plasmolyse war bei beiden
Metallkombinationen vorhanden. In der ersten Versuchsreihe mit MnCl, + FeCl; + Sb-Acetat
war die Plasmolyse als beginnendes Ablosen des Protoplasten zu sehen, wahrend beim
zweiten Versuch dann eindeutig die Zellen groRtenteils plasmolysiert sind. Ahnlich war es bei
CuClz+ MnCl, + FeCl, (Abb. 14e-h).
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Abb. 14. Pohlia drummondii: Ergebnisse der Plasmolyseversuche : (a) CuCl, + MnCl;, + Sb-Acetat Probe
1, (b) CuCl, + MnCl;, + Sb-Acetat Probe 2, (c) CuCl, + FeCl, + Sb-Acetat Probe 1, (d) CuCl, + FeCl, + Sb-
Acetat Probe 2, (e) CuCl, + MnCl, + FeCl, Probe 1, (f) CuCl, + MnCl, + FeCl, Probe 2, (g) MnCl; + FeCl, +
Sb-Acetat Probe 1, (h) MnCl, + FeCl, + Sb-Acetat Probe 2
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Physcomitrium patens
Kombinationen aus zwei Metallen

Kombinationen Probe 1 Probe 2
1mM  100pM 1ImM  100pM
CuCl; + FeCl, - + - +
CuCl, + MinCl, +/— + +/— +
CuCl; + Sb-Acetat - + - +
MnCl, + FeCl, - + + +
MnCl; + Sb-Acetat +/— +/— +/— +/—
FeCl, + Sb-Acetat +/— + +/— +

Tabelle 11: Ergebnisse der Plasmolyseuntersuchungen aus dem ersten und zweiten
Durchgang (Probe 1/ Probe2) fiir Physcomitrium patens: + Plasmolyse, - keine Plasmolyse,
+/- keine eindeutige Plasmolyse/ weniger als 50% plasmolysiert (Mn 102M)

Vergleicht man die Ergebnisse fiir Physcomitrium patens aus zwei Versuchen, ist in Bezug auf
die Kombinationen aus zwei Schwermetallen nur bei MnCl, + FeCl> ein Unterschied zu
erkennen.

Die Kombinationen CuCl, + FeCl,, CuCl> + Sb-Acetat und im ersten Versuch auch MnCl> + FeCl,
zeigten bei den Versuchen in den Konzentrationen aus den Toleranztests schadliche
Wirkungen auf das Moos. Vor allem bei CuCl» + FeCl> sowie CuCl, + Sb-Acetat hat sich eindeutig
gezeigt, dass keine Plasmolyse stattgefunden hat (Abb. 15a,b). In beiden Fallen sind die
Uberwiegenden Anteile der Blattchen grau, die Chloroplasten haben ihre Farbe verloren. Bei
CuCl, + Sb-Acetat liegen die dunklen Chloroplasten vermehrt dicht an den Zellwanden.
Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Bildern der verdiinnten Losungen erkennt man
deutliche Unterschiede. Die geringen Konzentrationen wirken weniger toxisch auf
Physcomitrium patens. Plasmolyse ist weitgehend sichtbar, die Farbe der Chloroplasten ist
grin und sie zeigen eine normale Form.

CuCl> + MnCl;, MnCl, + Sb-Acetat, und FeCl, + Sb-Acetat sind in der Tabelle 11 mit +/-
gekennzeichnet. Das bedeutet, dass Plasmolyse in einigen Teilen der Probe stattgefunden hat,
aber die Chloroplasten ihre Farbe oder ihre Form verloren beziehungsweise verandert haben.
CuCly + MinCl; beispielweise bewirkte beim Moos eine Plasmolyse, die aber auf die Blattspitzen
beschrankt ist (Abb. 15d). Bei MnCl, + Sb-Acetat hingegen zeigte sich eine Mischung aus
plasmolysierten Zellen und Zellen, in denen teilweise Chloroplasten keine griine Farbe mehr
haben (Abb. 15e). Geringere Konzentrationen der Schwermetalle filhren demnach zu einer
besseren Toleranz. Plasmolyse sowie die griine Farbe der Chloroplasten ist im Grolteil der
Proben klar erkennbar.
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Abb. 15. Physcomitrium patens: Ergebnisse der Plasmolyseversuche: (a) CuCl; + FeCl;, (b) CuCl; + Sb-
Acetat, (c) MnCl, + FeCl;, (d) CuCl, + MnCly, (e) MnCl; + Sb-Acetat, (f) FeCl, + Sb-Acetat
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Kombinationen aus drei Metallen

Kombinationen Probe 1 Probe 2
1mM 100puM 1mM 100puM
CuCl,+MnCl>+FeCl, — + +/— +
CuCl+MnCl>+Sb-Acetat +/— + +/— +
CuCl,+FeCl,+Sb-Acetat — + - +
MnCl>+FeCl,+Sb-Acetat +/— + +/— +

Tabelle 12: Ergebnisse der Plasmolyseuntersuchungen aus dem ersten und zweiten Durchgang
(Probe 1/ Probe2) fur Physcomitrium patens

Die Kombination CuCl>+ FeCl; + Sb-Acetat scheint flir Physcomitrium patens am schadlichsten
zu sein. Da sich auch schon bei den Kombinationen CuCl; + FeCl> und CuCl, + Sb-Acetat eine
toxische Wirkung gezeigt hat, ist die zusatzliche Kombination mit Eisen noch schadlicher fir
das Moos. Sowohl in der ersten als auch in der zweiten Versuchsreihe zeigten die Proben ein
dhnliches Verhalten. Es plasmolysierten nur vereinzelte Zellen, oft nur die Blattspitzen. In den
meisten Zellen verloren die Chloroplasten ihre griine Farbe und somit erschienen groRe Teile
der Pflanze grau und farblos (Abb. 16a,b). Die Moosproben, die in den verdiinnten Losungen
eingelegt wurden zeigten hingegen deutlich bessere Toleranz gegeniiber den Metallen.
Plasmolyse, die gut zu erkennen war, aber nicht in der gesamten Probe vorkam, konnte bei
CuCly; + MnCl; + Sb-Acetat, CuCl> + MnCl, + FeCl, und MnCl, + FeCl, + Sb-Acetat beobachtet
werden. Die Farbe und Form der Chloroplasten sieht normal aus, nur bestimmte Teile der
Probe, wie beispielsweise die Spitzen der Blatter sind nicht plasmolysiert (Abb. 16c-h).

CuCl; + MnCl; + FeCl; lieferte in beiden Versuchen sehr unterschiedliche Ergebnisse (Abb. 16e,
f). In der ersten Versuchsreihe waren weniger als 50% der Zellen plasmolysiert, wahrend beim
zweiten Versuch zwischen Blattspitze und Blattmitte ein Unterschied beobachtet werden
konnte. Die Zellen in den Blattspitzen zeigten keine Plasmolyse. Insgesamt hat sich gezeigt,
dass die Moose in den Verdiinnungen der Metallldsungen eine bessere Uberlebensfihigkeit
haben.
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Abb. 16. Physcomitrium patens: Ergebnisse der Plasmolyseversuche: (a) CuCl, + FeCl, + Sb-Acetat
Probe 1, (b) CuCl; + FeCl, + Sb-Acetat Probe 2, (c) CuCl, + MnCl; + Sb-Acetat Probe 1, (d) CuCl, +

MnCl, + Sb-Acetat Probe 2, (e) CuCl; + MnCl, + FeCl; Probe 1, (f) CuCl; + MnCl, + FeCl, Probe 2, (g)
MnCl; + FeCl, + Sb-Acetat Probe 1, (h) MnCl, + FeCl, + Sb-Acetat Probe 2
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Hypnum cupressiforme
Kombination aus zwei Metallen

Kombinationen Probe 1
1mM 100puM

CuCl; + FeCl, - —
CuCl; + MinCl, - —
CuCl; + Sb-Acetat - —
MnCl, + FeCl, - +/—
MnCl; + Sb-Acetat +/— +/—
FeCl, + Sb-Acetat - +/—

Tabelle 13: Ergebnisse der Plasmolyseuntersuchungen aus dem ersten und zweiten
Durchgang (Probe 1/ Probe2) fur Hypnum cupressiforme : + Plasmolyse, - keine
Plasmolyse, +/- keine eindeutige Plasmolyse/ weniger als 50% plasmolysiert (Mn 102 M)

Gegenliber FeCl; und Sb-Acetat hatte Hypnum cupressiforme andere Toleranzgrenzen als
Pohlia drummondii und Physcomitrium patens. Die Toleranzgrenze lag bei beiden
Schwermetallen bei 100uM. In diesem Fall waren die Uberlebensarten aus den
Toleranzversuchen insgesamt schlechter als bei Pohlia drummondii und Physcomitrium
patens. Auch in den Versuchen mit den kombinierten Metalllésungen erzielte Hypnum
cupressiforme schlechtere Werte als die anderen beiden Moosarten, wie man in Tabelle 13
sehen kann. Hier sollte allerdings angemerkt werden, dass die verwendeten Proben aus
Kulturen stammten, die durch eine Pilzinfektion kontaminiert waren. Es war nicht moglich,
diese Kontaminationen vollstandig zu entfernen, weshalb in diesem Fall nur eine
Versuchsreihe durchgefiihnrt wurde. Diese Tatsache wurde bei der Interpretation der
Ergebnisse berlicksichtigt.

Bis auf die Kombination MnCl; + Sb-Acetat fiihrten alle anderen Kombinationen in der
Konzentration von 1mM zu Schaden. Es kam zu Form- und Farbveranderungen der
Chloroplasten. Die Proben waren alle sehr brdunlich und die Chloroplasten waren nur
teilweise griin. Sie veranderten ihre Form, entweder waren sie vergroRRert, verformt oder zu
Agglomeraten geformt (Abb. 17a-d, f). Plasmolyse fand man in dieser Konzentration nur in
den Proben die mit MnCl, + Sb-Acetat behandelt wurden, wobei sich die Plasmolyse auch hier
nur auf einige Teile der Probe beschrankte und auch nicht mehr als 50% ausmachte (Abb. 17e).
Die Kombinationen MnCl; + FeCl,, MnCl; + Sb-Acetat und FeCl, + Sb-Acetat hatten dhnliche
Einflisse wie die Kombinationen aus drei Metallen. Das Gesamterscheinungsbild der Proben
war bei diesen Kombinationen in einer Konzentration von 100uM besser als in der
Konzentration von 1mM. Plasmolyse konnte in einigen Teilen der Probe beobachtet werden,
wahrend das bei der h6heren Konzentration von 1mM nicht der Fall war.

Am schadlichsten jedoch wirkten die Kombinationen CuCl; + FeCl> und CuCl,+ FeCl; + Sb-Acetat
auf Hypnum cupressiforme ein. Sowohl 1mM als auch 100um fihrten in den Proben zu
Schadigungen der Zellen und Chloroplasten. Die Proben waren braunlich, die Chloroplasten
verformt und Plasmolyse war tGberhaupt nicht oder nur in wenigen einzelnen Zellen zu sehen.
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Abb. 17. Hypnum cupressiforme: Ergebnisse der Plasmolyseversuche: (a) CuCl, + FeCl,, (b) CuCl,
MnCl;, (c) CuCl; + Sb-Acetat, (d) MnCl, + FeCl,, (e) MnCl, + Sb-Acetat, (f) FeCl, + Sb-Acetat
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Kombination aus drei Metallen

Kombinationen Probe 1

1mM 100puM
CuCl,+MnCl>+FeCl, - +/—
CuCl+MnCl>+Sb-Acetat - +/—
CuCl,+FeCl,+Sb-Acetat - —
MnCl>+FeCl,+Sb-Acetat - +/—

Tabelle 14: Ergebnisse der Plasmolyseuntersuchungen aus einem Durchgang fir Hypnum
cupressiforme

Hypnum cupressiforme zeigte bei Konzentrationen von 100uM bessere Ergebnisse als unter
dem Einfluss der hoheren Konzentration von 1ImM. Wie in Tabelle 14 ersichtlich, hatten die
Kombinationen aus drei Metallen CuCl> + MnCl> + FeCl,, CuCl, + MnCl, + Sb-Acetat und MnCl,
+ FeCl> + Sb-Acetat bei einer geringeren Konzentration von 100uM zwar auch eine schadliche
Wirkung auf das Moos, allerdings waren die negativen Auswirkungen geringer als bei 1mM
(Abb. 18c-h). Die Proben, die diesen drei Kombinationen ausgesetzt waren, zeigten sehr
ahnliche Reaktionen. Plasmolyse war in diesen Proben an mehreren Stellen zu sehen. Die
Plasmolyse war allerdings, in den meisten Fallen, nur als beginnendes Ablésen des
Protoplasten an den Spitzen der Zellen zu beobachten. Dennoch sahen die Proben
vergleichsweise besser aus, da auch die Chloroplasten groRtenteils eine normale Form hatten
und teilweise auch ihre griine Farbe beibehalten haben.
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Abb. 18. Hypnum cupressiforme: Ergebnisse der Plasmolyseversuche: (a) CuCl; + FeCl, + Sb-Acetat
1mM, (b) CuCl; + FeCl, + Sb-Acetat 100uM, (c) CuCly + MnCl; + FeCl; 1mM, (d) CuCl; + MnCl; + FeCl,
100uM, (e) CuCly + MnCl; + Sb-Acetat 1mM, (f) CuCl, + MnCl; + Sb-Acetat 100uM, (g) MnCl; + FeCl,
+ Sh-Acetat 1mM, (h) MnCl, + FeCl, + Sb-Acetat 100uM
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4.3 10*-Kombinationen

Im Zuge dieser Arbeit gab es bei den weiteren Experimenten Probleme mit der Verarbeitung
der Metalllésungen, vor allem der Kombinationen in den ermittelten Konzentrationen aus den
Toleranztests. Die Konzentrationen mussten entsprechend adaptiert werden und aus diesem
Grund wurden neue Plasmolyseversuche mit den neu angepassten Konzentrationen
durchgefiihrt. Es wurden alle Metalllésungen in einer einheitlichen Konzentration von 100uM
hergestellt und an allen drei Moosarten nochmals getestet, um eine bessere Vergleichbarkeit
zwischen allen Experimenten zu erzielen. Im Folgenden werden fiir Pohlia drummondii und
Physcomitrium patens die Ergebnisse aus diesen Versuchen in Form von Bildern dargestellt
und beschrieben.

Pohlia drummondii
Kombinationen aus zwei Metallen:

CuCl, + FeCly, CuCl; + MnCl;, CuCl, + Sb-Acetat, MinCl, + FeCl,, MnCl; + Sb-Acetat, FeCl, + Sb-
Acetat

Wie man in den Abbildungen 19 a-f erkennen kann, ist bei allen sechs Metallkombinationen
eine deutliche Plasmolyse in mehr als 50% der Proben erkennbar. Die Chloroplasten haben
ihre Farbe beibehalten und sie zeigen auch kaum Verformungen. Nur bei CuCl; + FeCl; und
CuCl; + Sb-Acetat ist bemerkbar, dass nicht in allen Blattchen des Mooses eine eindeutige
Plasmolyse stattgefunden hat. In einigen Zellen kommt es zu keiner Ablésung des Protoplasten
von der Zellwand. Das zeigt, dass auch geringere Konzentrationen von 100uM dieser
Kombinationen immer noch schadliche Wirkungen auf das Moos haben. Bei den restlichen
Proben und Metallkombinationen kann hingegen klar gesagt werden, dass 100uM vom Moos
deutlich besser toleriert werden als 1ImM.
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Abb. 19. Pohlia drummondii: Ergebnisse der Plasmolyseversuche bei einheitlicher Konzentration von
100 uM fiir alle Metalle: (a) CuCl; + FeCl; 100uM, (b) CuCl, + MnCl; 100uM, (c) CuCl, + Sbh-Acetat
100uM, (d) MnCl, + FeCl, 100uM, (e) MnCl; + Sb-Acetat 100uM, (f) FeCl; + Sb-Acetat 100uM
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Kombinationen aus drei Metallen:

CuCl; + MnCl; + FeCl;, CuCl, + MnCl; + Sb-Acetat, CuCl»+ FeCl, + Sb-Acetat, MnCl, + FeCl; + Sb-
Acetat

Vergleicht man diese Ergebnisse mit jenen weiter oben, wo hohere Konzentrationen von 1mM
angewendet wurden, dann kann man gut erkennen, dass die unterschiedlichen
Konzentrationen auch unterschiedliche Effekte auf das Moos haben. Zwar hat Pohlia
drummondii auch schon bei 1mM gute Toleranz gegeniliber den Metallkombinationen gezeigt,
dennoch gab es teilweise Zellen die nicht vollstdandig plasmolysiert sind und Chloroplasten, die
ihre Form verandert haben. Bei 100uM hingegen ist einerseits Plasmolyse in nahezu der
gesamten Probe erkennbar und andererseits zeigt das Moos keinerlei physiologische
Veranderungen (Abb. 20a-d).

Abb. 20. Pohlia drummondii: Ergebnisse der Plasmolyseversuche bei einheitlicher Konzentration von
100 uM fir alle Metalle: (a) CuCl; + MnCl; + FeCl, 100uM, (b) CuCl; + MnCl; + Sb-Acetat 100uM, (c)
CuCl; + FeCl; + Sb-Acetat 100uM, (d) MnCl; + FeCl;, + Sb-Acetat 100uM
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Physcomitrium patens
Kombnationen aus zwei Metallen

CuCl, + FeCly, CuCl; + MnCl;, CuCl, + Sb-Acetat, MinCl, + FeCl;, MnCl; + Sb-Acetat, FeCl, + Sb-
Acetat

Physcomitrium patens reagierte bei diesen Metallkombinationen schon auf die hohere
Konzentration von 1mM sehr empfindlich. Bei 100uM sind die Ergebnisse etwas besser.
Plasmolyse ist zwar deutlicher und gleichmaRiger in den Proben zu erkennen, aber dennoch
scheinen die Metalle auch noch in dieser Konzentration schadlich fir das Moos zu sein. Man
kann bei allen sechs Kombinationen Zellen oder auch ganze Blattchen identifizieren, die keine
Plasmolyse aufweisen, Verformungen der Chloroplasten zeigen oder teilweise auch keine
grine Farbe haben. Dennoch weisen die Proben bei einheitlicher Konzentration von 100puM
bessere Toleranz auf, als bei hoheren Konzentrationen der Metallkombinationen (Abb. 21a-f).
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Abb. 21: Physcomitrium patens: Ergebnisse der Plasmolyseversuche bei einheitlicher Konzentration von
100 uM fiir alle Metalle: (a) CuCl, + FeCl; 100uM, (b) CuCl; + MnCl; 100uM, (c) CuCl; + Sb-Acetat 100uM,
(d) MnCl; + FeCl, 100uM, (e) MnCl, + Sb-Acetat 100uM, (f) FeCl; + Sb-Acetat 100uM
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Kombinationen aus drei Metallen
CuCl; + MnCl, + FeCl,, CuCl, + MnCl, + Sb-Acetat, CuCl, + FeCl, + Sb-Acetat, MnCl, + FeCl, + Sb-
Acetat

Wie man in den Abbildungen 22 a-d erkennen kann, findet bei allen vier Kombinationen
grofRtenteils Plasmolyse statt. Trotz der hohen Plasmolyseraten zeigt sich auch bei diesen
Kombinationen, wie auch schon bei den Kombinationen aus zwei Metallen, dass die
einheitliche Konzentration von 100uM auch noch in gewisser Weise Schaden bei dem Moos
hervorruft. Deutlich zu erkennen ist, dass bei allen vier Kombinationen stellenweise Zellen zu
sehen sind, in denen Verfarbungen stattgefunden haben oder in denen keine Chloroplasten
mehr zu erkennen sind. Auflerdem sind auch hier teilweise Stellen erkennbar, wo keine
Plasmolyse stattgefunden hat, wie beispielsweise an den Blattspitzen.

Abb. 22. Physcomitrium patens: Ergebnisse der Plasmolyseversuche bei einheitlicher Konzentration
von 100 uM fur alle Metalle: (a) CuCl, + MnCl; + FeCl, 100uM, (b) CuCly + MnCl; + Sb-Acetat 100uM,
(c) CuCl; + FeCl; + Sbh-Acetat 100uM, (d) MnCl; + FeCl; + Sb-Acetat 100uM
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4.4 Wachstum

Um zu untersuchen, ob und welchen Einfluss die ausgewahlten Metalle CuCl,, FeCl,, MnCl;
und Sb-Acetat auf das Wachstum der Moose haben, wurden Agarplatten vorbereitet, in die
die Metalle eingearbeitet wurden. Wie erwahnt wurde eine einheitliche Konzentration von
100uM fur alle vier Metalle hergestellt. Nur die Schwermetalle alleine, nicht kombiniert,
konnten in zwei Konzentrationen getestet werden, in 1mM und 100uM.

Im Folgenden werden fir die Moose Pohlia drummondii und Physcomitrium patens die
Ergebnisse aus diesen Versuchen in Form von Bildern und statistischen Auswertungen, die mit
dem Programm Image J generiert wurden, vorgestellt. Flir Hypnum cupressiforme gibt es bei
diesem Versuch keine Ergebnisse, da es aufgrund der Kontaminationen, die schon zu Beginn
der Arbeit aufgetreten sind nicht moglich war, das Wachstum zu beurteilen.

Pohlia drummondii

Die Agarplatten, die mit jeweils nur einem Metall einzeln versetzt wurden, konnten in zwei
Konzentrationen getestet werden. Einerseits konnten die Konzentrationen aus den
Ergebnissen der Toleranztests eingearbeitet werden, andererseits wurden auch Platten mit
Metallkonzentrationen von 100uM hergestellt.
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CuCl, Cucl,
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Abb. 23. Wachstumsverlauf von Pohlia drummondii unter Einfluss von CuCl,

Die Abbildung 23 zeigt den Wachstumsverlauf von Pohlia drummondii unter dem Einfluss von
CuCl; in den Konzentrationen 1mM und 100uM. Verglichen werden diese Ergebnisse mit einer
Kontrollplatte, bei der keine Metalle zugesetzt wurden. Wie man erkennen kann, gibt es einen
deutlichen Unterschied zwischen dem Wachstum des Mooses auf Agarplatten, die mit CuCl»
versetzt wurden und Agarplatten in denen keine Metalle enthalten sind (Kontrolle). Unter
dem Einfluss von CuCl; ist das Wachstum von Pohlia drummondii wesentlich eingeschrankt.
Auch zwischen den verschiedenen Konzentrationen von CuCl; kann man einen Unterschied
erkennen. Zwar liegen die einzelnen Werte nicht so weit auseinander, aber dennoch ist das
Wachstum des Mooses bei einer CuCl> Konzentration von 100uM geringfligig besser.
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Abb. 24. Wachstumsverlauf von Pohlia drummondii unter Einfluss von FeCl,

Unter FeCl; Einfluss lasst sich ein deutlicher Unterschied im Wachstum der Moose zwischen
den verschiedenen Konzentrationen beobachten. Pohlia drummondii zeigt ein viel geringeres
Wachstum unter der Einwirkung der hoheren Konzentration von 1mM FeCl,. Ab der zweiten
Woche zeigt sich ein Wachstumsschub; die Biomassezunahme, bleibt dann aber bis zur vierten
Woche in etwa gleich und ist sogar leicht fallend. Bei 100uM FeCl> hingegen ist bereits nach
einer Woche ein erkennbares Wachstum zu sehen, dass in den nachsten Wochen nicht
stagniert, sondern vergleichbar mit der Kontrollgruppe, linear weiter ansteigt (Abb. 24).
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Abb. 25. Wachstumsverlauf von Pohlia drummondii unter Einfluss von MnCl,

Wie auch schon in den mikroskopischen Versuchen, ist MnCl; auch in Bezug auf das Wachstum
nicht besonders schadlich. Zwar zeigt sich auch in diesem Fall erneut, dass die hohere
Konzentration von 1mM das Wachstum etwas mehr einschrankt, aber die Unterschiede
dennoch nicht so groR sind. Unter MnCl> 100uM Einfluss wachst die Probe jede Woche stetig
weiter. In der Konzentration von 10mM hingegen ist das Wachstum nicht so konstant.
Verglichen mit der Kontrolle, sind die Ergebnisse beider Konzentrationen jedenfalls besser als
bei den schon beschrieben Schwermetallen CuCl; und FeCl>.
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Abb. 26. Wachstumsverlauf von Pohlia drummondii unter Einfluss von Sb-Acetat

Pohlia drummondii hat unter dem Einfluss von Sb-Acetat 1mM und 100 uM einen identen
Wachstumsverlauf. Beide Proben bleiben zunachst annahrend gleich, doch nach der zweiten
Woche kommt es zu einem starken Wachstumsschub. Bis in die vierte Woche bleibt das
Wachstum in etwa auf dem gleichen Stand oder fallt leicht ab (ImM Sb-Acetat). Der
Unterschied liegt nur im AusmaR des Wachstums. In niedrigerer Konzentration von 100uM ist
das Wachstum des Mooses deutlich besser als bei der hheren Konzentration.
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Abb. 27. Wachstumsverlauf von Pohlia drummondii unter Einfluss von CuCl, + FeCl,

In Abbildung 27 wurde das Wachstum unter Einfluss von CuCl; + FeCl; mit dem Wachstum
beim Vorliegen der beiden Metalle einzeln verglichen. Wie man erkennen kann, ist das
Wachstum unter FeCl> 100uM Einfluss etwas besser als bei Anwesenheit von CuCl; 100uM.
Kombiniert man diese beiden Schwermetalle in gleicher Konzentration miteinander, dann
zeigt sich, dass in den ersten zwei Wochen der Wachstumsverlauf dem CuCl; sehr dhnlich ist.
Ab der zweiten Woche jedoch, setzt ein erhhter Wachstumsschub ein und bleibt dann bis zur
vierten Woche etwa auf dem gleichen Niveau wie FeCl,.
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Abb. 28. Wachstumsverlauf von Pohlia drummondii unter Einfluss von CuCl, + MnCl,

Das Wachstum von Pohlia drummondii bei Anwesenheit der Kombination CuCl> + MnCl; liegt
zwischen den Wachstumskurven von CuCl; und MnCl; 100uM. MnCl; als Einzelmetall hat auf
das Wachstum einen besseren Einfluss als CuCl>. Nach der ersten Woche ist das Wachstum
der Moose unter dem Einfluss von CuCl>, MnCl> und CuCl;+ MnCl; relativ gleich. Danach bleibt
aber das Wachstum bei den CuCl> Proben anndhrend auf gleichem Wachstumsniveau,
wiéahrend die Moose auf den MnCl,; und CuCl> + MnCl, Platten mehr und starker wachsen. Ab
der zweiten Woche bleibt dann aber auch das Wachstum der CuCl> + MnCl; Proben in etwa
konstant auf einem Niveau, wahrend die MnCl; Moosplatten noch weiter wachsen.
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Abb. 29. Wachstumsverlauf von Pohlia drummondii unter Einfluss von CuCl, + Sb-Acetat

Die Kombination CuCl, + Sb-Acetat schrankt das Wachstum von Pohlia drummondii wesentlich
ein. Vergleicht man dieses Ergebnis mit Sb-Acetat, dann zeigt sich, dass das Schwermetall
alleine zwar auch nicht eine besonders gute Wirkung auf das Wachstum hat, aber dennoch
deutlich besser ist als CuCl,, vor allem ab der zweiten Woche. Kombiniert man diese beiden
Schwermetalle miteinander, ergibt sich eine Wachstumskurve die zwischen den Ergebnissen
von CuCl; und Sb-Acetat liegt, wobei das Wachstum mehr dem Verlauf von CuCl; entspricht.
Bis zu der zweiten Woche sind die Wachstumsverlaufe unter Einfluss von CuCl; und CuCl; + Sb-
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Acetat nahezu ident. Erst nach der zweiten Woche nimmt das Wachstum unter CuCl; + Sb-
Acetat etwas zu.
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Abb. 30. Wachstumsverlauf von Pohlia drummondii unter Einfluss von MnCl, + FeCl,

In Abbildung 30 kann man gut erkennen, dass der Einfluss von MnCl; und FeCl; als
Einzelmetalle auf das Wachstum von Pohlia drummondii anndhrend gleich ist. Ab der zweiten
Woche sind die Werte und Wachstumsverlaufe nahezu ident. Was an diesem Ergebnis
auffallig ist, ist dass die Kombination MnCl, + FeCl; das Wachstum zusatzlich fordert. In den
ersten beiden Wochen kann das Wachstum mit dem aus den Ergebnissen mit MnCl> und FeCl»
verglichen werden. Ab der zweiten Woche jedoch, setzt ein besonders starker
Wachstumsschub ein, sodass das Wachstum sogar auf dem Niveau der Kontrollgruppe liegt
und bis zur vierten Woche auch so bleibt.
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Abb. 31. Wachstumsverlauf von Pohlia drummondii unter Einfluss von MnCl, + Sb-Acetat

Anders als bei MnCl; + FeCl; scheint es, dass die Kombination MnCl, + Sb-Acetat den
gegenteiligen Effekt auf das Wachstum von Pohlia drummondii hat. In dieser
Zusammensetzung ist das Wachstum deutlich weniger oder langsamer verglichen mit den

48



Schwermetallen MnCl; und Sb-Acetat, wenn sie alleine im Agar vorliegen. Der Einfluss von
MnCl; und Sbh-Acetat auf das Mooswachstum ist vor allem in den ersten drei Wochen dhnlich.
Ab der dritten Woche bleibt das Wachstum der Antimon Proben auf einem Niveau, wahrend
die Moose auf den Manganplatten weiter wachsen. Kombiniert man allerdings diese Metalle,
zeigt sich, dass das Wachstum nach der ersten Woche deutlich weniger beziehungsweise
langsamer verlauft.
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Abb. 32. Wachstumsverlauf von Pohlia drummondii unter Einfluss von FeCl, + Sb-Acetat

Diese Ergebnisse sind mit den Ergebnissen von MnCl; + Sb-Acetat vergleichbar. Sb-Acetat und
FeCl; haben einen sehr dhnlichen Einfluss auf den Wachstumsverlauf des Mooses. Und auch
hier wird das Wachstum von Pohlia drummondii eingeschrankt, wenn diese beiden Metalle
kombiniert werden. Es zeigt sich zwar jede Woche ein Anstieg des Wachstums, aber verglichen
mit den Wachstumsverldufen unter Einwirkung der einzelnen Schwermetalle, ist es doch
etwas geringer beziehungsweise langsamer.
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Kombinationen aus drei Metallen
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Abb. 33. Wachstumsverlauf von Pohlia drummondii unter Einfluss von CuCl, + MnCl;, + FeCl,

In der Abbildung 33 wurde das Ergebnis von CuCl> + MnCl; + FeCl, mit den einzelnen Metallen
CucCl;, FeCl; und MnCl, sowie mit den Kombinationen CuCl; + MnCl,, CuCl, + FeCl> und MnCl, +
FeCl; miteinander verglichen. Wie bereits beschrieben haben MnCl; und FeCl; als
Einzelmetalle einen relativ guten und &dhnlichen Einfluss auf das Wachstum von Pohlia
drummondii. Die Kupferproben zeigten hingegen die schlechtesten Werte und
Wachstumsverldaufe. Bei den Kombinationen stechen vor allem MnCl; + FeCl, sowie die dreier
Kombination CuCl; + MnCl, + FeCl; hervor. Die Moosproben unter MnCl; + FeCl, Einfluss
zeigten ab der zweiten Woche einen starken Wachstumsschub, wahrend das Moos unter dem
Einfluss von CuCl, + MnCl, + FeCl; jede Woche um circa den gleichen Wert weiter wachst. Der
Wachstumsverlauf liegt zwischen den Ergebnissen von CuCl; + FeCl; und MnCl, + FeCl,.
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Abb. 34. Wachstumsverlauf von Pohlia drummondii unter Einfluss von CuCl, + FeCl, + Sh-Acetat

Der Wachstumsverlauf der Moose die auf Agarplatten gewachsen sind, in die CuCl; + FeCl, +

Sb-Acetat hinzugesetzt wurde, liegt in einem ahnlichen Bereich wie der Wachstumsverlauf
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unter Einfluss von Sb-Acetat, FeCl> und CuCl, + FeCl,. Bis zur dritten Woche ist das
Wachstumsverhalten von Pohlia drummondii bei Anwesenheit von CuCl, + FeCl, + Sb-Acetat
vergleichbar mit Sb-Acetat, FeCl, und CuCl; + FeCl,. Ab der dritten Woche setzt dann ein
Wachstumsschub ein, bei dem in Woche vier das Moos in etwa so viel gewachsen ist wie die
Kotrollgruppe, wahrend die anderen Moosproben weniger oder kaum weiter wachsen.
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Abb. 35. Wachstumsverlauf von Pohlia drummondii unter Einfluss von CuCl, + MnCl, + Sb-Acetat

Der Einfluss von CuClz + MnCl, + Sb-Acetat auf das Moos ist vergleichbar mit dem Einfluss von
MnCl;, Sb-Acetat und MnCl, + Sb-Acetat. Anfangs ist nur ein geringfligiges Wachstum zu
beobachten, vergleichbar mit dem Verlauf bei CuCl; Einfluss. Ab der zweiten Woche zeigt sich
dann jede Woche ein stetiges Wachstum. Die Kombinationen aus zwei Metallen in denen auch
CuCl, enthalten ist haben einen anderen, schlechteren Einfluss auf das Moos, sodass der
Wachstumsverlauf bei diesen Zusammensetzungen unter dem Niveau von CuCl; + MnCl, + Sb-
Acetat liegt, vor allem ab der zweiten Woche.
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Abb. 36. Wachstumsverlauf von Pohlia drummondii unter Einfluss von MnCl, + FeCl, + Sb-Acetat

In der Abbildung 36 féllt sofort auf, dass das Mooswachstum bei Vorliegen der Kombination
MnCl, + FeCl, + Sb-Acetat ab der zweiten Woche einen sehr groRen Sprung nach oben macht
und sogar die Kontrollgruppe Ubersteigt. Vergleicht man die Ergebnisse genauer, erkennt
man, dass vor allem MnCl, FeCl> und die Kombination MnCl»+ FeCl, einen besonders positiven
Effekt auf das Wachstum von Pohlia drummondii haben, wahrend Sb-Acetat und die
Kombinationen MnCl> + Sb-Acetat und Sb-Acetat + FeCl; eher das Wachstum einschranken.

Physcomitrium patens

Wie flr Pohlia drummondii war es auch fiir Physcomitrium patens moglich die einzelnen
Schwermetalle in ihren jeweiligen Konzentrationen aus den Toleranztests in das Nahrmedium
einzuarbeiten. Da dies bei den Metallkombinationen nicht moglich war, wurde auch hier der
Einfluss der Schwermetalle auf das Wachstum in verschiedenen Durchgiangen mit zwei
unterschiedlichen Konzentrationen getestet. Die einzelnen Schwermetalle in Konzentrationen
von 1mM und 100uM und die Metallkombinationen in einheitlicher Konzentration von
100uM.
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Abb. 37. Wachstumsverlauf von Physcomitrium patens unter Einfluss von CuCl;

CuCl> 1mM und CuCl; 100uM haben eine sehr dhnliche Wirkung auf das Wachstum von
Physcomitrium patens. Beide Konzentrationen schranken das Wachstum des Mooses im
Vergleich zur Kontrollgruppe stark ein, wie in Abbildung 37 ersichtlich ist. Auf CuCl; 100puM
Platten zeigt sich ein minimal besseres Wachstum als auf CuCl; 1mM.
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Abb. 38. Wachstumsverlauf von Physcomitrium patens unter Einfluss von FeCl,

Der Wachstumsverlauf des Mooses unter dem Einfluss von FeCl, ist deutlich besser als bei
CuCl,. Unterschiede zwischen den Konzentrationen sind auch hier gut ersichtlich (Abb. 38). Bei
Anwesenheit von FeCl; 100uM zeigt sich Uber vier Wochen ein konstantes Wachstum. Vor
allem ab der zweiten Woche kommt es zu einem Wachstumsschub. Der Wachstumsverlauf
und die Wachstumsschiibe sind mit der Kontrollgruppe vergleichbar, mit dem Unterschied,
dass bei der Kontrolle ein besseres Wachstum ohne Einschrdankungen zu beobachten ist. FeCl»
1mM hingegen bewirkt bereits nach der ersten Woche einen groBen Wachstumsfortschritt.
Dieser bleibt dann aber ab der zweiten Woche mehr oder weniger auf dem gleichen Niveau.
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Abb. 39. Wachstumsverlauf von Physcomitrium patens unter Einfluss von MnCl,

Moosproben unter Einfluss von MnCl> 1mM, MnCl> 100uM und Moosproben der
Kontrollgruppe haben alle einen identen Wachstumsverlauf. Jede Woche wachsen die Moose
konstant weiter. Der Unterschied zwischen diesen drei beobachteten Gruppen ist das AusmaR
des Wachstums. Durch die Anwesenheit des Metalls ist das Wachstum des Mooses zwar nicht
in einem groBen Umfang eingeschrankt, dennoch zeigt sich auch hier, dass die hohere
Konzentration von 1ImM im Medium einen starkeren Einfluss hat. Zu Beginn zeigen beide
Proben auf den MnCl; - Platten ein dhnlich gutes Wachstum, nach der ersten Woche jedoch
entwickeln sich die Proben unter Einfluss der geringeren Konzentration von MnCl, 100uM
etwas besser.
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Abb. 40. Wachstumsverlauf von Physcomitrium patens unter Einfluss von Sb-Acetat

Der Wachstumsverlauf von Physcomitrium patens unter Einfluss von Sb-Acetat ist je nach
vorhandener Konzentration verschieden. In den ersten zwei Wochen sind die
Wachstumsverldaufe der Moosproben bei beiden Konzentrationen, 1mM und 100uM,
annahrend gleich. Am Ende der zweiten Woche kommt es jedoch unter Einfluss von Sb-Acetat
100uM zu einem sehr starken Wachstumsschub, der am Ende der vierten Woche auf gleichem
Niveau mit der Kontrolle endet. Unter Einwirkung von 1mM Sb-Acetat wachsen nach der

54



zweiten Woche die Proben ebenfalls sehr gut weiter, wobei man den Wachstumsverlauf aber
nicht mit dem unter Einfluss von 100uM Sb-Acetat vergleichen kann.

Kombinationen

Kombinationen aus zwei Metallen

CuCly + FeCl»
CuCl, + FeCl, CuCl, + FeCl,
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Abb. 41. Wachstumsverlauf von Physcomitrium patens unter Einfluss von CuCl, + FeCl,

Vergleicht man das Wachstum von Physcomitrium patens unter Einfluss von CuCl> mit dem
Wachstumsverlauf der Proben, die auf FeCl, - Platten wachsen, so kann man einen deutlichen
Unterschied feststellen. Wie bereits erwahnt, schrankt CuCl; das Wachstum des Mooses stark
ein, wahrend FeCl,> einen deutlich forderlicheren Einfluss hat. Bei der Kombination dieser
beiden Schwermetalle zeigt sich ein identes Wachstumsverhalten wie bei den Moosproben,
die auf Agarplatten gewachsen sind in die nur CuCl; eingearbeitet wurde.
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Abb. 42. Wachstumsverlauf von Physcomitrium patens unter Einfluss von CuCl, + MnCl,

Die Auswirkung der Kombination CuCl; + MnCl, auf Physcomitrium patens ist vergleichbar mit
den Ergebnissen aus den Versuchen mit CuCl» + FeCl;. Ein erkennbares Wachstum findet tiber
vier Wochen kaum statt; es bleibt konstant auf einem Niveau und ist fast deckungsgleich mit
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der Linie des Wachstums unter Einfluss von CuCl; (Abb. 42). MnCl; als Schwermetall alleine
schrankt das Wachstum hingegen nicht so stark ein.

CuCl; + Sb-Acetat

CuCl, + Sb-Acetat CuCl, + Sb-Acetat
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Abb. 43. Wachstumsverlauf von Physcomitrium patens unter Einfluss von CuCl, + Sb-Acetat

Sb-Acetat bewirkt ab Woche zwei einen starken Wachstumsschub mit dem Ergebnis, dass in
der vierten Woche das Wachstumsergebnis gleich dem Wachstum der Kontrollgruppe ist. In
Kombination mit CuCl ist von dem Einfluss von Sb-Acetat nicht mehr viel zu sehen. Wie auch
schon bei CuCl; + FeCl; und CuCl> + MnCl; beschrieben, ist es in diesem Fall auch so, dass die
Kombination CuCl, + Sb-Acetat nur ein minimales Wachstum ermaoglicht und dieses daher auf
dem Wirkungsniveau des CuCl; liegt.
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Abb. 44. Wachstumsverlauf von Physcomitrium patens unter Einfluss von MnCl; + FeCl,

Vergleicht man den Wachstumsverlauf des Mooses bei Anwesenheit von MnCl; und FeCl; als
einzelne Metalle dann ist der Verlauf relativ gleich, mit dem Unterschied, dass Physcomitrium
patens unter Einfluss von MnCl; etwas besser beziehungsweise schneller wachst. Kombiniert
man diese beiden Metalle, zeigt sich, dass das Wachstum des Mooses zwischen jenem der
Kontrollgruppe und MnCl; liegt. In der dritten und vierten Woche ist das AusmaR des
Wachstums vergleichbar mit den Endergebnissen fir MnCl> und FeCl>.

56



MnCl; + Sb-Acetat

MnCl, + Sb-Acetat MnCl, + Sb-Acetat
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Abb. 45. Wachstumsverlauf von Physcomitrium patens unter Einfluss von MnCl; + Sb-Acetat

Die Kombination MnCl, + Sb-Acetat wirkt sich innerhalb von drei Wochen nahezu gleich auf
das Wachstum aus wie Sb-Acetat. Nach der vierten Woche ist das Ergebnis des Wachstums
aber vergleichbar mit jenem auf MnCl; - Platten.

FeCl, + Sb-Acetat
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Abb. 46. Wachstumsverlauf von Physcomitrium patens unter Einfluss von FeCl, + Sb-Acetat

Die Kombination aus Eisen und Antimon bewirkt einen Wachstumsverlauf, der sehr dhnlich zu
den Ergebnissen von FeCl> und Sb-Acetat ist, wenn sie alleine vorkommen. Es zeigt sich bei der
Kombination sogar ein minimal besseres Wachstum bis zur dritten Woche. Am Ende der
vierten Woche ist der Umfang des Wachstums ident zum Endergebnis auf FeCl>.
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Kombinationen aus drei Metallen
CuCly, + MnCl, + FeCl,
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Abb. 47. Wachstumsverlauf von Physcomitrium patens unter Einfluss von CuCl, + MnCl, + FeCl,

Der Einfluss von CuCl; + MnCl, + FeCl, auf das Mooswachstum wird in Abbildung 47 mit dem
Einfluss der einzelnen Metalle CuCl,, MnCl>, FeCl, und den Kombinationen CuCl>+ MnCl, CuCl;
+ FeCl; und MnCl+ FeCl verglichen. Sofort ersichtlich ist, dass obwohl MnCl,, FeCl,, und MnCl
+ FeCl; das Wachstum geringer einschranken, die Kombination CuCl> + MnCl; + FeCl; deutlich
unter diesen Werten liegt und vergleichbar ist mit CuCl», CuCl; + MnCl; und CuCl; + FeCl,.
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Abb. 48. Wachstumsverlauf von Physcomitrium patens unter Einfluss von CuCl, + MnCl, + Sb-Acetat

Ahnlich wie bei CuCl> + MnCl; + FeCl, ist auch die Kombination CuCl> + MnCl; + Sb-Acetat
schéadlich fiir das Moos, da das Wachstum stark eingeschrankt wird. Die vorher beschriebenen
Effekte von MnCl, und Sb-Acetat sowie die Kombination dieser beiden Metalle sind auch bei
dieser Kombination nicht zu erkennen. Der Wachstumsverlauf ist auch hier vergleichbar mit
CuCls.
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CuCl, + FeCl; + Sb-Acetat
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Abb. 49. Wachstumsverlauf von Physcomitrium patens unter Einfluss von CuCl, + FeCl, + Sb-Acetat

Auch in dieser Kombination lasst sich der gleiche Effekt wie schon bei CuCl> + MnCl; + FeCl,
und CuCl; + MnCl> + Sb-Acetat erkennen. Erneut ist das Wachstum mit dem Verlauf von CuCl»
alleine vergleichbar, wahrend die Kombinationen ohne Kupfer deutlich weniger negative
Einflisse auf das Wachstum zeigen.
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Abb. 50. Wachstumsverlauf von Physcomitrium patens unter Einfluss von MnCl; + FeCl, + Sb-Acetat

In der Abbildung 50 ist ersichtlich, dass das Wachstum der Moose unter Einfluss aller Metalle
und Metallkombinationen in etwa auf dem gleichen Niveau liegen. Die Kombination MnCl, +
FeCl; schrankt das Wachstum am wenigsten ein, wahrend die Kombination MnCl; + FeCl,+Sb-
Acetat im Vergleich zu den anderen bewirkt, dass das Wachstum am schlechtesten ist
beziehungsweise mit MnCl, + Sb-Acetat, bis auf die vierte Woche, gleich ist.

59



4.5 EDX

Die elektronenmikroskopischen Versuche dienten dem Zweck, einen Uberblick iiber die
Adsorption der Schwermetalle zu bekommen. Ziel war es einerseits, herauszufinden, ob die
Schwermetalle von den Moosen aufgenommen werden und andererseits, in welchen Teilen
der Moose - Stammchen oder Blattchen - die Metalle wie verteilt sind. In diesen Versuchen
wurde das Moos Physcomitrium patens mit allen einzelnen Schwermetallen und allen oben
beschriebenen Metallkombinationen behandelt und untersucht. Dabei wurden sechs zufallig
ausgewadhlte Metalle und Metallkombinationen wahrend zwei Zeitspannen, in denen das
Moos in die Losungen eingelegt, wurde miteinander verglichen. Einmal wurde Physcomitrium
patens fir 20 Stunden mit den Metallldsungen behandelt und einmal fiir 2 Stunden. Danach
wurden die Proben aus den Metalllésungen herausgenommen, getrocknet und analysiert. Fir
die Untersuchung der Moose Pohlia drummondii und Hypnum cupressiforme wurden die
gleichen sechs einzelnen Metalle und Metallkombinationen gewahlt. Fir diese beiden
Moosarten wurde nur die Zeitspanne von 20 Stunden getestet, da sich bei den Versuchen mit
Physcomitrium patens gezeigt hat, dass innerhalb von 2 Stunden kaum Schwermetalle in den
Proben detektierbar waren.

Im Folgenden werden zunachst die Ergebnisse von Physcomitrium patens vorgestellt. In Form
von Bildern wird gezeigt, wie die Verteilung der Schwermetalle in den Proben ist und wie sie
sich unterscheidet, wenn die Metalle fir 2 Stunden und 20 Stunden auf das Moos einwirken.
Die Ergebnisse flir Pohlia drummondii und Hypnum cupressiforme werden auf die gleiche Art
und Weise beschrieben.
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Physcomitrium patens

Einzelmetalle
CuCl,

Fieid of View

Abb. 51. EDX von Physcomitrium patens: Habitus und CuCl;-Verteilung nach 2 Stunden (a,b) und
nach 20 Stunden (c,d)

100uM CuCl> wurde an Physcomitrium patens in zwei Varianten getestet. Die Aufnahme des
Schwermetalls wurde nach 2 Stunden und nach 20 Stunden untersucht. Wie man in der
Abbildung 51 erkennen kann, zeigt die Probe nach 2 Stunden Einwirkzeit, dass CuCl; vor allem
am Stammchen des Mooses vorkommt und sehr starke Signale hat (Abb. 51a,b). Auch in den
Blattchen zeigen sich Signale, aber nicht so deutlich wie im Stammchen. Nach 20 Stunden sind
die Signale in der Probe gleichmaRiger verteilt. Man kann gut erkennen, dass die Verteilung
bis in die Blattchen hinein reicht (Abb. 51c,d).
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Abb. 52. EDX von Physcomitrium patens: Habitus und FeCl,-Verteilung nach 2 Stunden (a,b) und nach
20 Stunden (c,d)

Auch bei FeCl; lassen sich Unterschiede in Abhangigkeit der Zeit feststellen. Nach 2 Stunden
ist die Adsorption zwar in den Blattern und hauptsachlich am Stammchen zu sehen (Abb.
52a,b), aber nach 20 Stunden sind die Signale deutlich starker und definierter. Man kann die
Anlagerung und Verteilung in den Blattchen deutlicher erkennen (Abb. 52d).
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Abb. 53. EDX von Physcomitrium patens: Habitus und MnCl, -Verteilung nach 20 Stunden (a,b)

MnCl; zeigte nach 20 Stunden starke Signale entlang des gesamten Stammchens. Allerdings
lasst sich auf Abbildung 53b auch sehr gut erkennen, dass die Verteilung von MnCl; bis in die
Blattchen reicht und teilweise auch bis in die Blattspitzen.

Sb-Acetat

Abb. 54. EDX von Physcomitrium patens: Habitus und Sb-Acetat -Verteilung: (a) Kalium, (b) Sb-
Acetat

Die Ergebnisse von Sb-Acetat konnten in diesen Versuchen nicht ausgewertet werden, weil
sich gezeigt hat, dass dieses Schwermetall an der gleichen Stelle detektiert wird wie Kalium,
das in allen Proben enthalten ist und auf den EDX-Bildern ganz klare Signale gibt. Da sich Sb-
Acetat mit Kalium Uberlagert, haben alle Proben, auch jene in denen kein Sb-Acetat enthalten
war (Kontrolle), klare und starke Signale gezeigt wie in Abbildung 54 ersichtlich. Aus diesem
Grund gibt es fur dieses Schwermetall keine Interpretation der Ergebnisse.
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Kombinationen

Kombinationen aus zwei Metallen
CuCl, + FeCl; nach 20 Stunden

200 umn Pk

Abb. 55. EDX von Physcomitrium patens: Habitus und CuCl, + FeCl, -Verteilung nach 20 Stunden: (a)
Habitus, (b) CuCl,, (c) FeCl,, (d) CuCl, + FeCl,

CuCl, + FeCl; zeigen beide nach einer Einwirkzeit von 20 Stunden eine gute Verteilung auch bis
in die Blattspitzen. CuCl; ist aber in diesem Fall das dominantere Schwermetall. Die Signale
sind in der gesamten Probe starker. FeCl> wurde vom Moos auch relativ gut aufgenommen, es
zeigt aber nur an ein paar einzelnen Stellen sehr starke Signale. Diese sind aber teilweise auch
starker als bei CuCl,, wie man in Abbildung 55c erkennen kann.
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CuCl; + FeCl; nach 2 Stunden
PRt
i ! S ¥
i

Field of View

Abb. 56. EDX von Physcomitrium patens: Habitus und CuCl, + FeCl, -Verteilung nach 2 Stunden: (a)
Habitus, (b) CuCly, (c) FeCl,

Wie man auf diesen Bildern erkennen kann, gab es nach einer Behandlung mit dieser
Metallkombination fir 2 Stunden keine oder kaum klar erkennbare Adsorption der
Schwermetalle. Man erkennt weder bei Kupfer noch bei Eisen, ob eine Anlagerung am
Stammchen oder den Blattchen stattgefunden hat. Man sieht in diesem Fall nur das
Hintergrundrauschen.
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CuCl, + Sb-Acetat

Field of View

Abb. 57. EDX von Physcomitrium patens: Habitus und CuCl; + Sb-Acetat -Verteilung nach 20 Stunden:
(a) Habitus, (b) CuCly, (c) Sb-acetat

In der Kombination CuCl, + Sb-Acetat ist die CuCl; Anlagerung eher auf das Zentrum, das vom
Stammchen gebildet wird, beschrankt. Die Signale sind an der Spitze des Stammchens und den
unteren Teilen der Blattchen, die von dem Stammchen wegflihren, am starksten. Die
Verteilung reicht aber nicht bis in die Blattspitzen. Sb-Acetat kann, wie schon erwahnt nicht
beurteilt werden, da es moglicherweise durch Kalium Gberlagert wird.
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MnCl, + FeCl,

Field of View

Abb. 58. EDX von Physcomitrium patens: Habitus und MnCl, + FeCl, -Verteilung nach 20 Stunden: (a)
Habitus, (b) FeCl,, (c) MnCl,, (d) FeCl,+ MnCl,

MnCl; und FeCl> kombiniert zeigen nach 20 Stunden eine relativ ahnliche Verteilung innerhalb
der Probe. FeCl; gibt entlang des Stammchens teilweise sehr starke Signale, die bis in die
Blattspitzen reichen. Auch MnCl; zeigt ein dhnliches Verhalten. Auch hier sind die Signale
zentral entlang des Stammchens am besten. Die Signale in den Blattchen werden zur
Blattspitze hin etwas schwacher.
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MnCl; + Sb-Acetat

Field of View

Abb. 59. EDX von Physcomitrium patens: Habitus und MnCl, + Sb-Acetat - Verteilung nach 20
Stunden: (a) Habitus, (b) MnCl,, (c) Sb-Acetat, (d) MnCl, + Sb-Acetat

Die Aufnahme von MnCl; in Kombination mit Sb-Acetat ist vergleichbar mit den Ergebnissen
aus MnCl; + FeCl,. Auch hier sind die Signale entlang des Stammchens und der unteren Teile
der Blattchen am besten zu sehen.
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FeCl, + Sb-Acetat

Field of View

Abb. 60. EDX von Physcomitrium patens: Habitus und FeCl, + Sb-Acetat - Verteilung nach 20

Stunden: (a) Habitus, (b) FeCly, (c) Sb-Acetat, (d) FeCl, + Sbh-Acetat

Die Kombination FeCl; + Sb-Acetat zeigt eine interessante Anlagerung und Verteilung von
FeCl;. Wahrend es beispielsweise bei der Kombination MnCl;+ FeCl; relativ ausgeglichen war,
zeigt FeCl» in dieser Kombination kaum Signale in den Blattern. Die starksten Signale, die sofort
zu sehen sind, befinden sich hauptsachlich am Stammchen. Wie man auf Abbildung 60a
erkennen kann, ist es zu einem Bruch des Stammchens gekommen und an der unteren Halfte
der Bruchstelle sieht man ebenfalls noch sehr starke Signale.

69



Kombinationen aus drei Metallen
CUC|2+ MnCI2+ FEC|2

Abb. 61. EDX von Physcomitrium patens: Habitus und CuCl, + MnCl; + FeCl, - Verteilung nach 20

Stunden: (a) Habitus, (b) CuCls, (c) FeCl,, (d) MnCls, (e) CuCl, + MnCl, + FeCl,

In der Kombination CuCl> + MnCl; + FeCl, zeigt FeCl, die schwachsten Signale. Die Verteilung
ist zwar gleichmaRig in der ganzen Probe, aber nicht so dominant wie bei CuCl; und MnCl..
Diese beiden Schwermetalle haben ihre starksten Konzentrationen wieder entlang des
Stammchens. Die Verteilung in den Blattchen ist bei beiden gut zu sehen. Der Unterschied
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liegt hauptsachlich darin, dass bei MnCl; die Signale gleichmaRiger Uber die gesamten
Blattchen zu sehen sind, wahrend bei CuCl» die Signale zur Blattspitze hin schwacher werden.

CuCl; + MnCl; + Sb-Acetat

Abb. 62. EDX von Physcomitrium patens: Habitus und CuCl, + MnCl; + Sb-Acetat - Verteilung nach 20
Stunden: (a) Habitus, (b) CuCl;, (c) MnCl,, (d) Sb-Acetat, (e) CuCl,+ MnCl; + Sb-Acetat, (f) CuCl;+ MnCl;
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CuCl; zeigt auch in dieser Kombination vor allem am Ende des Stammchens ein sehr starkes
Signal. Die Verteilung in den Blattern ist im Vergleich zum Stammchen geringer. MnCl;
hingegen verteilt sich in der Probe gleichmaRiger und hat nicht an einer bestimmten Stelle ein
besonders starkes Signal wie CuCl,.

CuCl;, + FeCl, + Sb-Acetat

Abb. 63. EDX von Physcomitrium patens: Habitus und CuCl, + FeCl, + Sb-Acetat - Verteilung nach 20
Stunden: (a) Habitus, (b) CuCl,, (c) FeCl,, (d) CuCl, + FeCl,

Die Kombination CuCl; + FeCl; + Sb-Acetat nach 20 Stunden Einwirkzeit zeigt eine flachige
Anlagerung der beiden Metalle Kupfer und Eisen. Auch in dieser Probe ist Kupfer etwas
dominanter als Eisen. Die Signale sind bei beiden Metallen an dhnlichen Stellen in der Probe
starker, was bedeutet, das an diesen Punkten viele Rontgenstrahlen detektiert wurden. Die
Verteilung ist auch recht dhnlich, nur bei Kupfer etwas umfangreicher.
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MnCl, + FeCl, + Sb-Acetat

Abb. 64. EDX von Physcomitrium patens: Habitus und MnCl, + FeCl, + Sb-Acetat - Verteilung nach 20
Stunden: (a) Habitus, (b) FeCl,, (c) MnCl,, (d) Sb-Acetat, (e) MnCl, + FeCl, + Sb-Acetat

In dieser Kombination ist MnCl, das dominierende Schwermetall. Die Verteilung ist wieder
ziemlich gleichmaRig, sowohl in den Blattchen als auch im Stammchen. Wobei die Signale im
Stammchen etwas starker sind als im Rest der Probe. FeCl; hingegen hat ein verstarktes Signal
am unteren Ende des Stammchens. In den Blattchen sind die Signale deutlich schwécher.
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CuCl; + FeCl> + MnCl, + Sb-Acetat

Abb. 65. EDX von Physcomitrium patens: Habitus und CuCl, + FeCl, + MnCl, + Sb-Acetat - Verteilung
nach 20 Stunden: (a) Habitus, (b) CuCl,, (c) FeCl,, (d) MnCl;,( e) Sb-acetat, (f) CuCl, + FeCl, + MnCl; +
Sb-Acetat

Die Kombination aus allen vier Schwermetallen wurde nach 2 und nach 20 Stunden getestet.
In der Probe, die den Metallen 20 Stunden ausgesetzt war, hat CuCl; die starksten Signale.
Zentral, wo viele Blattchen zusammenkommen und sich das Stammchen befindet, sind die
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Signale am starksten. Auch in den Blattern wurde CuCl; detektiert, aber etwas geringer und
nicht bis in die Blattspitzen. MnCl; zeigt eine dhnliche Verteilung. Auch hier sind die Signale in
der Mitte starker als in den Blattchen rundherum. Verglichen mit CuCl> ist das Signal von MnCl;
in den Blattchen allerdings hoher. FeCl; hingegen hat die schwachsten Signale. Auch hier ist
die Aufnahme in Stammchen-Ndhe am starksten, aber verglichen mit CuCl; und MnCl; deutlich
geringer. Das Gleiche gilt auch fiir die Blattchen.

Die Aufnahme der Schwermetalle nach 2 Stunden Einwirkzeit war wesentlich geringer. Es
zeigte sich, dass weder CuCl; noch MnCl,verstarkt adsorbiert wurden. Auch FeCl; zeigte keine
eindeutigen Signale.

Pohlia drummondii

Pohlia drummondii wurde auf die Metalle CuCl,, FeCl,, Sb-Acetat und Metallkombinationen
CuCly + FeCl,, CuCl; + FeCl; + Sb-Acetat und CuCl, + FeCl> + MnCl, + Sb-Acetat getestet. Diese
Metalllésungen wurden zufillig ausgewahlt und die Ergebnisse werden im Folgenden ndher
beschrieben.

Einzelmetalle
CuCl,

Abb. 66. EDX von Pohlia drummondii: Habitus und CuCl; - Verteilung nach 20 Stunden: (a) Habitus,
(b) CuCly

In dieser Probe, die fir 20 Stunden in einer CuCl,-L6sung mit einer Konzentration von 100uM
eingelegt war, zeigt sich, dass vor allem am unteren Teil des Mooses die groRte Anlagerung
stattgefunden hat. Im Stammchen sind die starksten Signale lokalisiert, aber anders als bei
Physcomitrium patens nicht (iber das gesamte Stammchen verteilt, sondern nur am unteren
Ende. Die Anlagerung in die Blattchen beschrankt sich ebenfalls eher auf die untere Halfte,
wahrend die Spitze sehr schwache Signale zeigt.
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FeCl;

200 um

Abb. 67. EDX von Pohlia drummondii: Habitus und FeCl, - Verteilung nach 20 Stunden: (a) Habitus,

(b) FeCl,

Die Aufnahme von FeCl; ist im Vergleich zu CuCl; noch geringer. Bei einer Konzentration von
100uM sind die detektierten Signale sehr schwach. Die Blattchen an der Spitze des Mooses
sind dabei die Ausnahme. An dieser Stelle sind die Signale besonders stark.

Sb- Acetat

Fiekd of View

Abb. 68. EDX von Pohlia drummondii: Habitus und Sb-Acetat - Verteilung nach 20 Stunden: (a)
Habitus, (b) Sb-Acetat (bzw.Kalium)

Wie es auch bei Physcomitrium patens der Fall war, sind auch bei Pohlia drummondii die
Ergebnisse von Sb-Acetat nicht auswertbar. Das Schwermetall wird namlich an der gleichen
Stelle detektiert wie Kalium und deshalb ist eine Interpretation der Ergebnisse nicht moglich.
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Kombinationen

Kombinationen aus zwei Metallen
CuCly + FeCl,

Field of View

Abb. 69. EDX von Pohlia drummondii: Habitus und CuCl, + FeCl, - Verteilung nach 20 Stunden: (a)
Habitus, (b) CuCly, (c) FeCl,, (d) CuCl, + FeCl,

Kombiniert man CuCl; und FeCl; in gleicher Konzentration, dann sieht man bezlglich der
Anlagerung deutliche Unterschiede. FeCl; zeigt vereinzelt starkere Signale, aber man erkennt
nicht ganz genau an welchen Stellen im Moos die Verteilung stattgefunden hat. Man erkennt,
dass vermehrt eine Detektion entlang des Stimmchens stattfindet und vereinzelt auch in den
Blattchen, aber insgesamt liegen sehr viele Signale auBerhalb der Probe. Bei CuCl; hingegen
erkennt man eindeutig viele Signale entlang des gesamten Stammchens und in der unteren
Probenhdlfte auch Signale in den Blattchen. Erst im oberen Teil der Probe nehmen die Signale
etwas ab. Uberlagert man die Bilder a, b und c von Abbildung 69 erhilt man das Bild 69d, in
dem man genauer erkennen kann, in welcher Verteilung CuCl; beziehungsweise FeCl; in der
Probe vorliegt.
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Kombinationen aus drei Metallen
CuCl; + FeCl; + Sb-Acetat

Abb. 70. EDX von Pohlia drummondii: Habitus und CuCl, + FeCl, + Sb-Acetat - Verteilung nach 20
Stunden: (a) Habitus, (b) CuCly, (c) FeCl,, (d) Sb-Acetat, (e) CuCl, + FeCl, + Sb-Acetat

In dieser Kombination mit Sh-Acetat scheint es, dass FeCl; noch weniger angelagert wird als in
der Kombination CuCl; + FeCl,. Die starksten Signale findet man im unteren Bereich des
Stammchens und den dort ansetzenden Blattchen. Verglichen mit CuCl; sind die Signale von

78



FeCl; sehr schwach. CuCl; zeigt sich an den gleichen Stellen wie FeCl;, aber mit viel starkeren
und deutlicheren Signalen.

CuCl, + FeCl, + MnCl, + Sb-Acetat

Field of View

Abb. 71. EDX von Pohlia drummondii: Habitus und CuCl, + FeCl,+ MnCl, + Sb-Acetat - Verteilung nach
20 Stunden: (a) Habitus, (b) CuCl,, (c) FeCl,, (d) MnCl,, (e) Sb-Acetat, (f) CuCl, + FeCl, + MnCl, + Sb-
Acetat




In dieser Kombination dominiert das Schwermetall MnCl,. Man kann gut erkennen das die
Aufnahme entlang des Stammchens und auch in den Blattchen stattgefunden hat. Bei CuCl;
hingegen sind die Signale bei dieser Kombination nicht so eindeutig und stark wie in den
Kombinationen vorher. Man erkennt zwar auch hier, dass die Metalle entlang des
Stammchens detektiert wurden, allerdings ist die Anlagerung in die Blattchen schwierig zu
sehen. FeCl; zeigt nur stellenweise und vereinzelt ein paar starkere Signale, aber verglichen
mit CuCl> und MnCl; sind die Signale deutlich ungenauer und nicht klar erkennbar. Uberlagert
man in Abbildung 71 die Bilder b, c und d dann ergibt sich das Bild 71f. Und auch hier wird
deutlich, dass CuCl; und MnCl; dominieren, wahrend FeCl; kaum zu erkennen ist.

Hypnum cupressiforme

An Hypnum cupressiforme wurden dieselben sechs Metalllésungen, namlich CuCl,, FeCl,, Sb-
Acetat, CuClx+FeCl,, CuCly+FeCl,+Sb-Acetat und die Kombinationen CuCl, + FeCl; + MnCl, + Sb-
Acetat, getestet wie an Pohlia drummondii.

Einzelmetalle
CuCl,

Abb. 72 EDX von Hypnum cupressiforme: Habitus und CuCl, — Verteilung nach 20 Stunden: (a) Habitus,
(b) CuCly

Innerhalb von 20 Stunden wurde CuCl; 100uM von Hypnum cupressiforme besonders gut
aufgenommen. Wie man klar in Abbildung 72b erkennen kann, ist die Verteilung des
Schwermetalls nahezu in der gesamten Probe gleichmaBig und die Signalstarke ist sowohl am
Stammchen als auch in den Blattern sehr hoch. Sogar in den Blattspitzen sind die Signale sehr
gut erkennbar.
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FeCl;

Abb. 73. EDX von Hypnum cupressiforme: Habitus und FeCl, —Verteilung nach 20 Stunden: (a)
Habitus, (b) FeCl

Auch bei FeCl; ist die Verteilung innerhalb des Mooses sehr gut zu sehen. Die Signale entlang
des Stammchens sind etwas starker als in den Blattchen. Besonders deutlich sind die Signale
an den Bruchstiicken, wie im oberen Teil der Probe am Stammchen oder des Blattchens zu
sehen ist.

Sb-Acetat

Fiald of View

Abb. 74. EDX von Hypnum cupressiforme: Habitus und Sb-Acetat —Verteilung nach 20 Stunden: (a)
Habitus, (b) Sb-Acetat

Die Ergebnisse von Sb-Acetat konnten auch bei Hypnum cupressiforeme, aus den oben schon
erwahnten Grinden, nicht ausgewertet werden.
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Kombinationen

Kombinationen aus zwei Metallen
CuCly + FeCl,

Abb. 75. EDX von Hypnum cupressiforme: Habitus und CuCl, + FeCl,— Verteilung nach 20 Stunden: (a)
Habitus, (b) CuCly, (c) FeCl,, (d) CuCl; + FeCl,

Werden CuCl; und FeCl; in gleicher Konzentration kombiniert, dann kann man an den
Abbildungen 75b und c gut erkennen, dass beide Schwermetalle relativ leicht angelagert
werden. Vergleicht man diese beiden Ergebnisse, dann sind die Signale von CuCl; starker und
definierter. Man erkennt, dass die Detektion im Stammchen, in den Blattchen und den
Blattspitzen sehr deutlich ist. FeCl, zeigt zwar auch viele starke Signale im oberen Teil des
Stammchens und der Blattchen, allerdings sind diese nicht so genau definiert wie bei CuCl>.
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Kombinationen aus drei Metallen
CuCl; + FeCl; + Sb-Acetat

Abb. 76. EDX von Hypnum cupressiforme: Habitus und CuCl, + FeCl, + Sb-Acetat — Verteilung nach 20
Stunden: (a) Habitus, (b) CuCly, (c) FeCl,, (d) Sb-Acetat, (e) CuCl, + FeCl, + Sb-Acetat

CuCl> und FeCl; zeigen in dieser Kombination in etwa an den gleichen Stellen starke Signale.
Beide Metalle werden aufgenommen, aber verglichen mit den Proben vorher (Abb.75), sind
die Signale vor allem bei CuCl> schwacher. CuCl> hat entlang des Stammchens und in den
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Blattchen, die von dem Stammchen ausgehen die starksten Signale. Im oberen Bereich der
Probe nehmen die Signale ab und auch die Blattspitzen zeigen kaum starke Signale. Bei FeCl
ist es dhnlich. Die meisten Signale sind in den Blattchen lokalisiert und weniger im Stammchen.

84



SO0 um
e
500 um

D
0
--
omnpo

a
orba
besse

Fiskcd of View

500 um o
i FANK
500 um o
pre ab a " - -
5
di D _ - ] \ - -
© e A OoQ
0 q X .
) e 3 a ) e 3 :-.. o erde -
o 4S a o de A ] "
o Die Sio o beide
S



zu erkennen. Vor allem entlang des Stammchens und im oberen Teil der Probe sind die Signale
sehr deutlich.
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5. Diskussion

5.1. Mikroskopie-Toleranztests

Die Uberlebensfihigkeit der drei Moosarten Pohlia drummondii, Physcomitrium patens und
Hypnum cupressiforme unter Schwermetalleinfluss wurde mit Hilfe der Toleranztests und
Plasmolyseuntersuchungen getestet. Alle drei Moosarten reagierten auf die applizierten
Schwermetalle, egal ob alleine oder als Kombination, anders. Was allerdings in allen drei
Fallen beobachtet werden konnte, war, dass Veranderungen innerhalb der Zellen aufgetreten
sind. Einerseits ist in manchen Fallen keine Plasmolyse aufgetreten oder war nur auf
bestimmte Teile der Probe begrenzt. Andererseits kam es zu Veranderungen der
Chloroplasten, sowohl in ihrer Form als auch in ihrer Farbe. Beispielsweise zeigte sich, dass die
Kombinationen CuCl,+ FeCl,, CuCl,+ Sb-Acetat, CuCl,+ FeCl,+ Sb-Acetat in einer Konzentration
von 1mM flr Physcomitrium patens am schadlichsten waren. Die Zellen waren nicht mehr
plasmolysefdhig und die Chloroplasten verloren ihre griine Farbe nahezu vollstandig.

5.1.1. Reaktive Sauerstoffspezies

Stehen Pflanzen unter Stress werden toxische, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) in den Zellen
produziert. Durch Reduktion von Wasser (H,0) kénnen aus Sauerstoff ROS wie beispielsweise
H.0, (Wasserstoffperoxid), O,  (Superoxid-Radikale) oder OH™ (Hydroxylradikal) gebildet
werden, die diverse Schaden in den Pflanzenzellen hervorrufen kénnen (Choudhury und
Panda 2005). H,0, gemeinsam mit O, kann beispielsweise unter Anwesenheit von
Schwermetallen wie Eisen OH™ bilden, das zu den schadlichsten ROS zdhlt. 02" kann weiters
durch Protonierung zu einem Hydroperoxyradikal werden, das ebenfalls sehr toxisch ist, da es
Fettsdauren in toxische Lipidperoxide umwandeln kann und somit zur Schadigung von
Biomembranen flhrt. Schwermetalle erh6hen dabei die Produktion dieser ROS in den Zellen
(Choudhury und Panda 2005). Vor allem Kombinationen mit Kupfer haben den Moosarten
geschadet, allen voran Physcomitrium patens. Die Veranderungen in der Plasmolysefahigkeit
und Veranderung der Chloroplasten kénnte somit durch die Auswirkungen der ROS erklart
werden. Wu et al. (2009) haben an dem Moos Plagiomnium cuspidatum, das wie
Physcomitrium patens eine Laubmoos-Art ist, untersucht wo sich ROS wie H.0; und Oz nach
CuCl Einfluss befinden. Sie haben herausgefunden, dass das Kupfer induzierte H,0; in der
Plasmamembran und Zellwand lokalisiert war und O3 sich hauptsachlich auf der inneren Seite
der Plasmamembran und im Zytoplasma um die Chloroplasten befunden hat. Durch die
Reaktionen der ROS mit Lipiden, Proteinen und Nukleinsduren kommt es in weiterer Folge zu
Schaden an den Membranen oder auch zu Inaktivierung von Enzymen (Wu et al. 2009). Durch
geschadigte Membranen, die moglicherweise ihre Permeabilitdt verandern, kénnen mehr
Metalle aufgenommen werden und im inneren der Zelle an neue Kationenaustauscherstellen
binden, die vorher an diesen Stellen nicht lokalisiert waren (Ares et al. 2018). Durch diese
moglichen Veranderungen kdnnte somit die teilweise eingeschrankte Plasmolysefdhigkeit der
Moose aber auch die Verdanderungen der Chloroplasten erklart werden. Da auch im Zytosol
befindliche reaktive Sauerstoffspezies Veranderung an den Membranen der Chloroplasten
hervorrufen kénnen, kann es zu Form -und Funktionsanderungen kommen, wie in der Studie
von Esposito et al. (2012) beschrieben. In deren Versuchen wurden Schwermetalle wie
Cadmium, Kupfer und Nickel an dem aquatischen Moos Leptodictyum riparium getestet. Die
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Autoren fanden unter Cadmiumstress deutliche Verdnderungen an den Chloroplasten, die
unférmig waren und deren innere Organisation der Membranen beeintrachtigt war. Unter
Kupfereinfluss kam es auRerdem zu Verformungen der Chloroplasten (Esposito et al. 2012). In
dieser vorliegenden Arbeit wurden in den mikroskopischen Untersuchungen sehr oft
Chloroplasten beobachtet, die ihre griine Farbe entweder ganz oder teilweise verloren haben.
Die Senkung des Gehalts der photosynthetischen Pigmente Chlorophyll a und b sowie von
Carotinoiden unter dem Einfluss von Schwermetallen wurde bereits in mehreren Studien
berichtet (Shakya et al. 2008). Eine der haufigsten Veranderungen war die Verringerung des
Chlorophyll a - Gehalts, da es durch den Metalleinfluss zum Chlorophyll b umgewandelt wird:
Durch die Schwermetalle erfolgt eine Oxidation der Methylgruppe am Ring Il von Chlorophyll
a zu einem Aldehyd, wodurch Chlorophyll b entsteht (Shakya et al. 2008). Vor allem Kupfer
scheint bei hoherer Konzentration und Akkumulation flr eine Vielzahl an Schaden
verantwortlich zu sein. Durch eine hohe Kupferakkumulation, so wurde beschrieben, kann
Kupfer als Cofaktor enzymatische Aktivitaten verandern (Shakya et al. 2008), die Funktion von
Membranen durch Phospholipidabbau schadigen (Quartacci 2001) oder auch die
Elektronentransportkette der Photosynthese blockieren und somit den Chlorophyligehalt
senken. (Shakya et al. 2008; Quartacci 2001). In dieser Arbeit zeigten sich bei den verwendeten
Moosarten vor allem Farbveranderungen, wenn Kupfer alleine aber auch in Kombination mit
anderen Metallen angeboten wurde. In einer Studie von Shakaya et al. (2008) wurden an zwei
Moosarten drei verschiedene Metalle ebenfalls alleine und in Kombination getestet. Kupfer
war ebenfalls dabei. In deren Ergebnissen zeigte sich mit steigender Kupferakkumulation eine
starke Senkung von Chlorophyll a und b in beiden Moosen und in kombinierter L6sung mit
Zink und Blei kam es zu einer noch viel schnelleren Umwandlung von Chlorophyll a zu b, vor
allem bei steigender Konzentration (Shakya et al. 2008). Auch in einer anderen Studie von Sun
et al. (2009), in der Blei und Nickel alleine und kombiniert getestet wurden, kam es bei hohen
Konzentrationen zu einer Reduktion des Chlorophylls (Sun et al. 2009). AuBerdem fiihrte eine
Kombination der beiden Metalle zu Erhohung der ROS wie H,0; und Beeinflussung des
antioxidativen Abwehrsystems (Sun et al. 2009). Diese Ergebnisse sind mit jenen aus der
vorliegenden Arbeit vergleichbar. Die Kombinationen CuCl + Sb-Acetat, CuCl>+ Fecl; und CuCl;
+ MnCl; fihrten bei Pohlia drummondii und Physcomitrium patens zum Verlust der griinen
Farbe der Chloroplasten, welches sich vor allem durch die Einwirkung von Kupfer erklaren
lasst. Bei Physcomitrium patens waren diese Effekte viel starker ausgepragt als bei Pohlia
drummondii. Dies lasst sich einerseits dadurch erklaren, dass Pohlia drummondii zu den
metalltoleranten Moosen gehort, wahrend Physcomitrium patens natirlicherweise an nicht-
metallischen Standorten zu finden ist (Adlassnig et al. 2016; Sassmann et al. 2015b). Auch die
Unterschiede in den Zellwanden kdnnten die unterschiedliche Aufnahme der lonen erklaren
sowie die kumulative Effekte wenn mehrere Metalle gleichzeitig vorhanden sind (Shakya et al.
2008).

5.1.2. Eigenschaften der Zellen

In diesen Versuchen war deutlich ersichtlich, dass es zwischen den Moosarten Unterschiede
in Bezug auf die Toleranz gegeniiber den Schwermetallen gibt. Zwar ist dies auch von der Art
des Metalls abhangig, aber vor allem das Moos Pohlia drummondii zeigte eine bessere
Toleranz als Physcomitrum patens, welches sensitiver auf die Metalle einzeln und in
Kombinationen reagiert hat. Somit ist erkennbar, dass die Metalltoleranzen unter den
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Moosarten variieren kénnen. Zu den metalltoleranten Moosen gehoren beispielsweise Pohlia
drummondii und Hypnum cupressiforme, wahrend Physcomitrium patens als nicht-
metalltolerante Moosart gilt (Antreich et al. 2016; Adlassnig et al. 2016). Was aber die Griinde
fiir die verschiedenen Toleranzniveaus sind oder wie genau die Resistenz und Toleranz
gegenliber Schadstoffen funktioniert, ist noch nicht vollstandig geklart (Petschinger et al.
2021b). Die Art der Aufnahme und die Mechanismen der Akkumulation der Schwermetalle
kann verschieden sein, wobei die hdufigste Form die Adsorption und dann Aufnahme tber die
Zelloberflache ist (Stankovi¢ et al. 2018). Die aufgenommen Stoffe, sei es Nahrstoffe oder
Schadstoffe, kdnnen dann entweder innerhalb der Oberflachenschicht eingeschlossen
werden, 16slich oder unloslich innerhalb der Zelle vorliegen, oder in austauschbarer Form an
Austauscherstellen an der Zellwand gebunden sein (Stankovi¢ et al. 2018). Die extrazellulare
Anreicherung der Metalle erfolgt durch den lonenaustauschprozess. Dabei kommt es neben
dem lonenaustausch auch zur Komplexbildung mit organischen funktionellen Gruppen, vor
allem Carboxyl- und Phosphorylgruppen. Diese beiden sind wahrscheinlich die dominanten
Gruppen, wenn es um die Metallbindung und Komplexbildung an der Oberflache der
Mooszellen geht (Stankovi¢ et al. 2018). Die Unterschiede in den Moosarten kénnen somit die
Reaktionen gegeniiber Schadstoffen wie Schwermetallen stark beeinflussen. Eine mogliche
Begriindung fiir diese unterschiedlichen Reaktionen und Toleranzen kdnnte in der Zellform
und ZellgroRe liegen (Petschinger et al. 2021b). Petschinger et al. (2021) haben an
verschiedenen Moosarten, darunter auch Hypnum cupressiforme und Physcomitrium patens,
getestet, ob die ZellgroRe und/oder Zellform die Toleranz gegeniliber bestimmten
Schwermetallen beglinstigt. Die Zellform, die ZellgrofRe und auch die Zellwanddicke wurden
dabei beriicksichtigt. Die groBten Unterschiede zwischen Hypnum cupressiforme und
Physcomitrium patens lagen in der Zellwanddicke. Von den flinf getesteten Moosarten fand
man bei Physcomitrium patens die diinnste Zellwand (0,26pum) und bei Hypnum cupressiforme
die dickste (0,9uM). Die Metallaufnahme Uber die Kationenaustauscherstellen an der
Zellwand der Moose flihrt dazu, dass die Metalle in den Apoplast abgelagert werden. Dort
haben sie wenig Einfluss auf das lebende Cytoplasma. In Zellen mit dickeren Zellwanden ist
der Anteil des Apoplasten in der Gesamtoberflaiche des Blattes groRer als bei Zellen mit
dinnerer Zellwand. Aus diesem Grund sind Moosarten mit dickeren Zellwdnden auch
toleranter gegeniliber Schwermetallen als Arten mit dinner Zellwand, wie es bei
Physcomitrium patens der Fall ist (Petschinger et al. 2021b). Diese Erkenntnis lasst sich
teilweise auf die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit ibertragen. Physcomitrium patens
reagierte deutlich sensibler auf die Schwermetalle als Pohlia drummondii, was sich mit der
dinneren Zellwanddicke erkldren lasst. Hypnum cupressiforme hingegen hatte, nach den
Ergebnissen von Petschinger et al. (2021), aufgrund der dicken Zellwdnde deutlich héhere
Toleranz gegenliber den Schwermetallen zeigen miissen als Physcomitrium patens. Dies war
in dieser Arbeit aber nicht der Fall. Da die Proben von Hypnum cupressiforme kontaminiert
waren, ist es aber moglich, dass dies der Grund fiir die schlechtere Toleranz war. Es ware somit
notwendig, die Versuche mit Hypnum cupressiforme zu wiederholen, um herauszufinden, ob
ein Unterschied in den Toleranzgrenzen vorliegt.
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5.2. Wachstums - und EDX - Versuche

In den Wachstumsversuchen zeigten sich Gemeinsamkeiten aber auch Unterschiede zwischen
den Moosarten Pohlia drummondii und Physcomitrium patens. Die Moose wuchsen (ber 4
Wochen auf Agarplatten, die Schwermetalle in einheitlichen Konzentrationen enthielten.
Gemeinsamkeiten waren, dass bei beiden Arten eine Wachstumseinschrankung beobachtet
werden konnte, wenn die Konzentration der einzelnen Schwermetalle bei 1mM lag und wenn
CuCl als Einzelmetall im Agar vorkam. Gutes Wachstum hingegen konnte vor allem unter
Einfluss von MnCl; und FeCl; beobachtet werden.

Unterschiedliches Verhalten zeigten die Moose bei den Metallkombinationen. Das Wachstum
von Pohlia drummondii unter dem Einfluss der Metallkombinationen war insgesamt besser als
bei Physcomitrium patens. Kupferkombinationen vor allem CuCl; + MnCl; und CuCl> + Sb-
Acetat flihrten bei Pohlia drummondii zu schlechterem Wachstum. Aber auch die Kombination
FeCl, + Sb-Acetat bewirkte ein deutlich schlechteres Wachstum im Vergleich zu den
Ergebnissen, wenn diese Metalle nicht kombiniert vorkamen. Uberraschenderweise reagierte
Pohlia drummondii auf die Kombinationen mit drei Schwermetallen mit einem guten
Wachstum, auch in den Kombinationen mit Kupfer.

Wachstumseinschrankungen konnten bei Physcomitrium patens am starksten bei den
Kombinationen mit Kupfer festgestellt werden, sowohl bei den Kombinationen aus zwei als
auch bei den Kombinationen aus drei Schwermetallen. MnCl, und FeCl; hatten zwar positive
Effekte auf das Wachstum, doch kombiniert mit Kupfer war dieser positive Einfluss nicht mehr
gegeben. Ahnlich wie in den Toleranzversuchen zeigt sich auch hier, dass das metalltolerante
Moos Pohlia drummondii besser gegen Einflisse der Schwermetalle geristet ist als
Physcomitrium patens.

5.2.1. Metallverteilung im Moos

In den Toleranztests und auch bei den Wachstumsversuchen hat sich gezeigt, dass vor allem
CuCl,, sowohl als einzelnes Schwermetall als auch in Kombination mit anderen Metallen einen
grofRen Einfluss auf die Moosarten hat. Pohlia drummondii hat in den Versuchen bessere
Ergebnisse erzielt als Physcomitrium patens, welches normalerweise nicht auf metallreichen
Umgebungen vorkommt. (Antreich et al. 2016)

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten EDX-Untersuchungen haben gezeigt, dass die
Schwermetallverteilung in den drei Moosarten verschieden ist. Im Fall CuCl; sind bei
Physcomitrium patens die Signale am gesamten Stammchen und den unteren Teilen der
Blattchen am meisten detektiert worden. Bei Pohlia drummondii hingegen war die starkste
Verteilung eher am unteren Ende des Stammchens lokalisiert. Obwohl die EDX-Versuche in
dieser Arbeit mit fliissigen Metallldsungen durchgefiihrt wurden, in die die Moosproben fiir 2
oder 20 Stunden eingelegt wurden, kdnnen diese Ergebnisse mit denen von Antreich et al.
(2016) verglichen werden. Diese Studie zeigte in EDX-Versuchen die gleiche Verteilung des
Kupfers in Pohlia drummondii und Physcomitrium patens, die auf festen, mit CuCl» versetzten,
Agarplatten gewachsen waren. Eine mogliche Erklarung konnte sein, dass bei Pohlia
drummondii die Kationenaustauschkapazitat (CEC) reduziert ist (Antreich et al. 2016). Oft ist
die CEC auch vom pH - Wert abhédngig. Bei niedrigem pH - Wert kann die CEC reduziert sein
und somit stehen weniger Bindungsstellen fiir lonen zur Verfligung. Dadurch gelangen auch
weniger schadliche Metallionen in die Zellen und in die oberen Teile des Stammchens
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(Antreich et al. 2016). Bei Physcomitrium patens hingegen scheint es, dass solch eine
Anpassung fehlt und sich das Metall somit im gesamten Stammchen und dann auch weiter in
die Blattchen verteilen kann (Antreich et al. 2016). Eine gesenkte Kationenaustauschkapazitat
schitzt die metalltoleranten Moose allerdings nicht vollstandig vor toxischen Elementen
(Antreich et al. 2016) und so kann es auch bei metalltoleranten Moosen zu Schaden oder auch
zu Wachstumseinschrankungen kommen. Da die Moose an der Spitze wachsen ist der untere
Teil des Mooses der dlteste und dem Kupfer am langsten ausgesetzt, wodurch das weitere
Wachstum erschwert wird (Antreich et al. 2016). Da es bei Physcomitrium patens moglich ist,
dass die Metallaufnahme uneingeschrankt stattfindet, konnte dies mit ein Grund fir das
schlechte Wachstum in Anwesenheit des Kupfers sein.

5.2.2. Verfugbarkeit der Metallionen

Ein weiterer Punkt, der erklaren konnte, warum Physcomitrium patens ein schlechtes
Wachstum bei Anwesenheit von Kupfer zeigt, ist, dass die Verfligbarkeit der Metalle und das
vorkommende Anion eine groRe Rolle spielen. Damit Nahrstoffe, aber auch Schadstoffe wie
Schwermetalle, von Moosen aufgenommen werden kénnen, missen sie fur die Pflanzen in
verfligbarer Form als freie Kationen vorkommen (Sassmann et al. 2015a; Sassmann et al.
2015b). In diesen Studien wurden Versuche mit Physcomitrium patens durchgefiihrt, wobei
gezeigt wurde, dass die Metalltoxizitat nicht nur vom Metall alleine bestimmt wird, sondern
auch von dem Anion. Kupfer wurde als Chlorid, Sulfat und EDTA angeboten und gezeigt, dass
Kupfer als EDTA im Vergleich zu Chlorid und Sulfat die geringste Toxizitat aufweist. Die
Anionen selbst sind nicht toxisch, tragen aber zu der schadlichen Wirkung der Metalle bei,
indem sie die Fahigkeit besitzen, Chelate zu bilden und dadurch die Verfligbarkeit der Metalle
verandern (Sassmann et al. 2015a). Da sich in deren Studien gezeigt hat, dass die
Konzentration der freien Metallkationen in Verbindung mit EDTA viel geringer ist als in
Verbindung mit Chlorid oder Sulfat, konnte somit gezeigt werden, warum Chlorid so viel
schadlicher fiir das Moos ist als EDTA. Die Anzahl der frei verfligbaren Metallkationen ist in
Verbindung mit Chlorid hoher und somit wird die Metallaufnahme beglnstigt. Das ist ein
grofRer Unterschied zu hoheren Pflanzen, da bei diesen die Metallaufnahme durch EDTA
gefordert wird, indem wasserlosliche Metallchelate gebildet werden, die fiir die Pflanzen
verfligbar sind (Sassmann et al. 2015a; Sassmann et al. 2015b). Da in der vorliegenden Arbeit
alle Schwermetalle, bis auf Antimon, Chlorid als Anion hatten, konnten die schadlichen
Wirkungen auf die verwendeten Moosarten auch darauf zurlickgefiihrt werden. Durch Chlorid
sind die Metalle besser in freier Form fiir die Moose verfiigbar und kénnen somit auch besser
aufgenommen werden, was zu den schadlichen Effekten fiihrt.

5.2.3. Mangan und Antimon

Eine andere Auffdlligkeit ist, dass Mangan sowohl bei Pohlia drummondii, als auch bei
Physcomitrium patens scheinbar einen positiven Effekt auf das Wachstum hat und die
schadliche Wirkung im Vergleich zu Kupfer deutlich geringer ist. Als essentielles
Spurenelement kann Mangan bei einem Mangel aber auch bei einem Uberangebot Schiden
hervorrufen (Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt 1984). Im Verlauf der Studie von
Boquet et al. (2011), die untersuchten, ob eine bestimmte Moosart als Biomonitor fir Mangan
aus der Atmosphare geeignet ist, ergaben sich interessante Hypothesen liber die Aufnahme
von Mangan, die die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit erkldaren kdnnten. Bei der
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Bestimmung der Konzentration von Mangan in Moosproben die sich nahe einer
Aluminiumschmelzerei befanden, fanden Boquet et al. (2011) nur sehr geringe
Konzentrationen des Schwermetalls im Moosgewebe. Weiters stellten sie fest, dass es einen
Unterschied zwischen der Exposition und der Konzentration im Gewebe gibt. Die Autoren
fliihrten diese Tatsache darauf zuriick, dass Mangan ein essentielles Spurenelement ist und
das Moos eine gute Rebulationsfahigkeit fir die Aufnahme und Konzentration dieses Metalls
besitzt (Boquete et al. 2011). Durch Natrium- und Magnesiumionen kann Mangan aullerdem
sehr leicht von den Kationenaustauschstellen verdrangt werden, was ebenfalls eine Erklarung
fr die geringen Mangankonzentrationen sein konnte (Boquete et al. 2011). Da in dieser Arbeit
in den Medien, Magnesium in Form von MgSQ4 .7H,0 enthalten war, kdnnte es sein, dass es
zur Verdrangung von Mangan gekommen ist und dadurch das gute Wachstum maoglich war.
Somit lieRe sich auch erklaren, warum die Kombination CuCl; + MnCl; bei einem an sich
toleranten Moos wie Pohlia drummondii Wachstumseinschrankungen hervorrief. Die
schadliche Wirkung von Kupfer, welches aufgrund der Verbindung mit Chlorid besser
verfligbar ist, konnte Gberwiegen und der Einfluss von Mangan auf das Wachstums bleibt aus,
da es entweder durch Verdrangung aus den Kationenaustauscherstellen oder guter
Regulierung der Aufnahme durch das Moos nicht aufgenommen wird. Noch deutlicher
wurden diese Effekte bei den Versuchen mit Physcomitrium patens, wo es zu einer
eindeutigen Wachstumseinschrankung gekommen ist, wenn Kupfer in einer der
Kombinationen enthalten war. Wenn man allerdings die Ergebnisse aus den EDX-Versuchen
dazu vergleicht, zeigten sich bei den Proben relativ viele und starke Signale des Mangans fast
in den gesamten Proben, was auf eine gute Adsorption des Metalls hindeutet. Im vorliegenden
Fall wurden die Proben aber in flissige Metalllosungen eingelegt, in denen die Metalle in
destilliertem Wasser gelost wurden. Da im destillierten Wasser moglicherweise weniger
Magnesiumionen enthalten sind, als im Beispiel weiter oben beschrieben, kann es sein, dass
Mangan in diesem Fall nicht oder weniger von Magnesiumionen aus den
Kationenaustauschstellen verdrangt wird. Somit ware eine eine bessere Adsorption moglich.
Andererseits konnte die gute Vertraglichkeit dieses Schwermetalls auch durch die Tatsache
erklart werden, dass Mangan allgemein als Metall fiir Lebewesen und die Umwelt nicht
besonders schadlich ist, wenn es nicht in ungewoéhnlich hohen Konzentrationen vorkommt
(Merian und Geldmacher-von Mallinckrodt 1984). In dieser Hinsicht sollten also noch weitere
Untersuchungen gemacht werden, um feststellen zu konnen, wie genau Mangan
aufgenommen wird und was im Zellinneren passiert.

Auffallig ist auch, dass Schaden nicht nur auftreten, wenn Kupfer alleine angeboten wird,
sondern auch in Kombination mit Antimon oder Eisen. Antimon hat in lebenden Organismen
keine bekannten Funktionen, da es auch kein essentielles Spurenelement (Sun 2011) wie Eisen
oder Kupfer ist. Auch lber die Toxizitdt und die Aufnahme dieses Schwermetalls ist noch nicht
besonders viel bekannt (Babula et al. 2008). Man nimmt aber an, dass Sb (lll) toxischer ist als
Sb(V). Es konnte ein adhnliches Verhalten wie Arsen und Bismut aufweisen, da diese
benachbarte Elemente im Periodensystem sind (Babula et al. 2008). Wie der genaue
Aufnahmemechanismus von Antimon stattfindet ist noch nicht vollstdndig geklart, aber man
geht davon aus, dass Sb (Ill) nach der Aufnahme in das weniger schadliche Sb (V) umgewandelt
und in der Vakuole gespeichert wird oder mit Proteinen Komplexe bildet (Babula et al. 2008).
Diese Annahmen decken sich mit den Ergebnissen aus einer Studie von Diaz et al. (2013). Sie
stellten bei der Untersuchung des aquatischen Mooses Fontinalis antipyretica fest, dass im
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Vergleich zu Selen und Quecksilber, Antimon die geringste Toxizitdt aufweist. Auch sie
begriindeten diesen Effekt mit der Umwandlung von Sb (ll1) zu Sb (V). (Diaz et al. 2013). Somit
scheint es auch in der vorliegenden Arbeit, dass dieser Effekt aufgetreten ist, da Antimon in
Form von Sb-(lll)-acetat verwendet wurde. Die Schaden durch die Kombination CuCl; + Sb-
acetat konnen dementsprechend durch den negativen Einfluss von CuCl; erklart werden.

5.3. Synergetische und Antagonistische Wechselwirkungen

Wie schadlich die Metalle demnach auf die Moose wirken, hdangt vom Metall und seiner
Toxizitat ab, von seiner Verfligbarkeit, seiner Aufnahme und weiteren Wirkung im Zellinneren
sowie vom Vorhandensein anderer Elemente oder Metalle. Sind mehrere Elemente
gleichzeitig vorhanden, kann es entweder zu synergetischen oder antagonistischen
Wechselwirkungen kommen (Franzle 2009; Alloway 1999). Es gibt zwischen den chemischen
Elementen, die in Pflanzen vorkommen oder von ihnen aufgenommen werden, viele
Interaktionen die die Absorption oder auch das Wachstum beeinflussen kénnen. So hat sich
gezeigt das Kupfer +- Eisen sowie Eisen +- Mangan synergetische Effekte haben kdnnen. Auch
zwischen Eisen +- Antimon und Mangan +- Antimon haben sich positive Korrelationen gezeigt,
wahrend Kupfer +- Mangan beides sein kann: synergetisch oder antagonistisch (Franzle 2009;
Alloway 1999). Je nach Wirkung, Konzentration und eigener Toxizitat des Metalls, wirken diese
synergetischen oder antagonistischen Effekte positiv oder negativ. So hat sich in dieser Arbeit
gezeigt, dass Mangan in Kombination mit Kupfer eine schadlichere Wirkung auf
Physcomitrium patens hatte als Mangan kombiniert mit Eisen oder Antimon. Kupfer und
Mangan koénnten in diesem Fall eine antagonistische Wirkung haben, bei der Kupfer aus den
oben beschrieben Griinden dominanter ist und als Hauptverursacher der Schaden auftritt.
Dass Kupfer auch in Gegenwart anderer Metalle wie Zink oder Nickel der starkere Konkurrent
ist, hat sich auch in einer Bioadsorptionsstudie gezeigt, die das Adsorptionsverhalten der
Metalle untersuchte, wenn sie gemeinsam vorkamen (Zhang und Banks 2005). Die
Aufnahmemechanismen sind nicht fir alle Metalle gleich und kénnen untereinander um
Bindungsstellen konkurrieren (Zhang und Banks 2005). Auch diesen Aspekt kénnte man
teilweise bei der Interpretation der Ergebnisse aus den EDX Versuchen berlicksichtigen. Wenn
mehrere Metalle gleichzeitig angeboten wurden, waren die Signale fiir Eisen geringer, als bei
Proben, die mit Losungen behandelt wurden, die nur Eisen alleine enthielten. Dieser Effekt
konnte somit mit dem Konkurrenzverhalten um die Besetzung der Bindungsstellen erklart
werden. Wahrend die Wechselwirkung von Mangan mit Kupfer einen negativen Effekt hat,
konnte die verstarkende Wirkung von Mangan mit Eisen oder Antimon das gute Wachstum
der Moose erkldren, das in dieser Arbeit beobachtet wurde. Ob nun Metallkombinationen
schadlicher auf die ausgewdhlten Moosarten wirken als ein Metall alleine, kann nicht so
einfach beantwortet werden. Es hat sich gezeigt, dass dies von mehreren Faktoren abhangig
ist. Die Moosspezies und ihre Eigenschaften spielen eine genauso grofle Rolle wie die
Eigenschaften und die Konzentration der Schwermetalle.
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