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1. Zusammenfassung

Schwermetalle sind natlrlich vorkommende Elemente, welche in verschiedenen Gebieten
der Erde im Gestein oder im Boden vorkommen (Prasad und Hagemeyer 1999). Viele von
ihnen sind in geringen Mengen als Spurenelemente fiir die Zellfunktion notwendig. Sie sind
jedoch in groRen Mengen toxisch. Durch einen Uberschuss werden Zellfunktionen geblockt
oder sie fihren durch eine antagonistische Wirkung zu vorgetduschten
Mangelerscheinungen. Diese und andere Wirkungen von Schwermetallen kdnnen zu
nachhaltigen Stérungen der Zellfunktion fihren und damit auch den Menschen schaden
(Stottmeister 2003). Neben den essentiellen Spurenelementen gibt es Schwermetalle,
welche nicht essentiell sind und fiir keine zellphysiologischen Vorgange bendtigt werden.
Dazu gehdéren zum Beispiel Cd, Hg, As, Pb, Tl oder U welche besonders toxisch fir
Organismen sind (Alloway 1999). Der Grofdteil der Schwermetalle gelangt durch
anthropogene Aktivitaten in die Umwelt, insbesondere seit Beginn der Industrialisierung
Anfang des 20. Jahrhunderts (Krachler 2010). Um die Schwermetallkonzentration in der
Umwelt zu messen, werden hauptsachlich Moose verwendet, denn diese sind durch einige

Eigenschaft flir das Monitoring von Schwermetallen sehr gut geeignet.

Moose nehmen Wasser und Nahrstoffe fast ausschlieBlich direkt Gber die Atmosphare auf.
Das wird durch eine sehr diinne oder nicht vorhandene Cuticula moglich, weshalb lonen
direkt von den Zellwdanden aufgenommen werden kénnen. Die Aufnahme von lonen ist
passiv und ist deshalb unabhdngig vom Stoffwechsel. Die dichte Beblatterung von Moosen
ist ebenfalls gut geeignet um die Luft zu filtern und durch ihre jahrlichen Zuwéachse lassen
sich gemessene Schwermetallkonzentrationen zeitlich zuzuordnen (Umweltbundesamt
2015). In Europa kommt es seit 1990 in flinf-Jahresabstanden zu einer flaichendeckenden
Datenerhebung mittels Moosen. Ab 2005 wurde zusatzlich die Stickstoffanreicherung in
Moosen gemessen (Harmens et al. 2013). In Osterreich werden fiir die Auswertung die
Moose Pleurozium schreberi, Hylocomium splendens, Hypnum cupressiforme, Abietinella
abietina und Scleropodium purum verwendet (Umweltbundesamt 2015). Es gibt aber auch
weitere Moose, welche fiir Schwermetalldepositionsmessungen verwendet werden kénnen
(Frahm 1998). Deren Aufnahmefahigkeit von Schwermetallen ist dabei von vielen Faktoren,

wie Alter der Pflanze, Verfligbarkeit des Elements, Klima, Topographie, Geologie und den



edaphischen und hydrologischen Bedingungen, und natirlich auch von der Art des Mooses
und dessen Morphologie abhangig. Damit ein Moos als Bioindikator verwendet werden
kann, braucht es detailliertes Wissen Uber die jeweilige Art und wie diese auf spezifische
Schwermetalle reagiert (Jorma 2015). In dieser Diplomarbeit soll weiteres Wissen hierfir

generiert werden.

Ziel der Arbeit ist die Auswirkungen von Kupfer, Cadmium und Zink auf Mielichhoferia
elongata, Plagiomnium affine, Pohila drummondii, Pleurozium schreberi und Physcomitrella
patens zu untersuchen. Zusatzlich soll geklart werden, ob durch die Isolation des Rhizoms bei
P. drummondii, M. elongata und P. patens die Toleranz verandert wird. Alle Moose wurden
dafiir 24 Stunden den Schwermetalllosungen Kupfersulfat, Cadmiumsulfat und Nickelsulfat
ausgesetzt. Dabei wurden Konzentrationen von 0,001 mM bis 100 mM verwendet. Danach
wurden die Proben in eine Zuckerlosung gegeben und anschlieBend auf ihre
Plasmolysefahigkeit unter dem Mikroskop beobachtet. Durch die Plasmolyse und die genaue
Analyse der Zellen, insbesondere der Chloroplasten und Zellwande, wurde festgestellt, ab
welcher Konzentration die Schwermetalle fir die verschiedenen Arten schadlich,

beziehungsweise tédlich sind.
Durch die Auswertung der Daten wurden folgende Fragen beantwortet:

1. Wie wirken sich welche Schwermetalllésungen auf die unterschiedlichen Moose und
ihre Zellen aus - gibt es Unterschiede in der Toxizitat?

2. Sind Biomonitoring Moose und Indikatormoose, toleranter gegenliber Kupfersulfat,
Nickelsulfat und Cadmiumsulfat als andere Moose?

3. Andert die Isolierung der Rhizoide die Toleranzgrenze gegeniiber Schwermetallen bei

P. drummondii, M. elongata und P. patens?



2. Abstract

Heavy metals are naturally occurring elements found in rocks or soil in different parts of the
world (Prasad und Hagemeyer 1999). Many of them are needed in small amounts as trace
elements for cell function, but are toxic in large quantities. If there is an overage of heavy
metals, they block cellular functions or lead to simulated deficiency symptoms through
antagonistic effects. These and other effects of heavy metals can lead to long-lasting
disruption of cell function and also harm humans (Stottmeister 2003). In addition to the
essential trace elements, there are heavy metals that are not essential and are not needed
for any cell physiological processes. These include for example Cd, Hg, lead, As, Pb, Tl or U,
which are particularly toxic to organisms (Alloway 1999). Most of the heavy metals are
released into the environment through anthropogenic activities. Especially since the
beginning of the 20th century, a large amount of trace elements has been released into the
environment since the beginning of industrialization (Krachler 2010). In order to measure
the heavy metal concentration in the environment, especially mosses are used because they
are very well suited for monitoring of heavy metals due to some characteristics.

Mosses absorb water and nutrients almost exclusively directly through the atmosphere. This
is made possible by a very thin or non-existent cuticle, which is why ions can be absorbed
directly by the cell walls. The uptake of ions is passive and therefore independent of the
metabolism. The dense arrangement of the moss leaves is also well suited to filter the air
and their annual growth allows a temporal allocation of measured concentrations of heavy
metals (Umweltbundesamt 2015). In Europe, data have been collected with mosses in five-
year intervals since 1990. From 2005 on, nitrogen enrichment in mosses was additionally
measured (Harmens et al. 2013). In Austria the mosses Pleurozium schreberi, Hylocomium
splendens, Hypnum cupressiforme, Abietinella abietina and Scleropodium purum are used for

the evaluation (Umweltbundesamt 2015).

Also other mosses can be used for heavy metal deposition measurements (Frahm 1998). The
absorption capacity of heavy metals in mosses depends on many factors, such as age of the
plant, availability of the element, climate, topography, geology, edaphic and hydrological
conditions and of course on the type of moss and its morphology. To be used as a

bioindicator, it needs detailed knowledge of how a moss reacts to specific heavy metals
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(Jorma 2015). In this diploma thesis further knowledge concerning this matter should be

generated.

The aim of this work is to investigate the effects of copper, cadmium and zinc on
Mielichhoferia elongata, Plagiomnium affine, Pohila drummondii, Pleurozium schreberi and
Physcomitrella patens. In addition, it is to be clarified, whether the tolerance is changed by
the isolation of the rhizome in P. drummondii, M. elongata and P. patens. All mosses were
exposed to the heavy metal solutions copper sulfate, cadmium sulfate and nickel sulfate for
24 hours. Concentrations of 0.001 mM to 100 mM were used. After that, the samples were
placed in a sugar solution and then observed under the microscope for their ability to
plasmolyze. Through the plasmolysis and the exact analysis of the cell, especially the
chloroplasts and cell walls, it was determined from which concentration on the used heavy

metals are harmful or fatal for the different types of mosses.

Through the analysis of the received data the following questions were clarified:

1. Which heavy metal solutions affect the different mosses and their cells in which way
and are there differences in the toxicity between the heavy metals?

2. Are known indicator mosses or biomonitoring species more tolerant to copper
sulphate, nickel sulphate and cadmium sulphate, than conventional species?

3. Does isolation of the rhizoid increase the tolerance to heavy metals in P. drummondii,

M. elongata und P. patens?



3. Einleitung
3.1. Einfihrung Schwermetalle

3.1.1. Definition

Schwermetalle sind jene Elemente des Periodensystems, welche eine Dichte iber 5g/cm3
aufweisen. Dazu gehoren Ag, As, Au, Bi, Cd, Co, Cu, Cr, Fe, Hg, Mn, Mo, Ni, No, Pb, Pt, Sb, Sn,
Ti, Tl, U, V, Zn, Zr (Brunold 1996). Ein weiteres Merkmal der Schwermetalle ist, dass die
meisten in verschiedenen Oxidationsstufen vorkommen. Deshalb kommen sie in vielen
Elektronen lbertragenden Enzymen vor und sind von groRer Bedeutsamkeit flir Organismen
(Schulze et al. 2002). Metalle, welche fir Pflanzen essentiell sind, gehdren zu den
Mikronahrstoffen. Dazu gehoéren zum Beispiel Cu, Fe, Mn, Mo, und Zn. Zusatzlich gibt es
weitere Schwermetalle, welche nur fir bestimmte Pflanzengruppen notwendig sind. Sind
nicht ausreichend essentielle Schwermetalle fiir die Pflanze verfligbar, kann dieser Mangel
auch zum Absterben der Pflanze flihren (Brunold 1996). Andere Schwermetalle wie Cd, Tl, Pb
oder Hg werden vom Organismus nicht bendétigt. Sowohl die essentiellen Metalle als auch
die nicht essentiellen Metalle, wirken fiir Tiere und Pflanzen bei zu hoher Konzentration
toxisch (Heintz und Reinhardt 1990). Schwermetalle kdnnen schon bei sehr geringen
Mengen  toxisch  wirken,  weshalb  bei  essentiellen  Schwermetallen die
Konzentrationsbereiche fiir Mangel, optimale Versorgung und Toxizitdt nah beieinander

liegen (Schulze et al. 2002).

3.1.2. Schwermetalle in der Umwelt

Schwermetalle kommen in Béden in geringen Konzentrationen natirlich vor, wobei die
Konzentration zwischen den verschiedenen Metallen in verschiedenen Gebieten auf der
Erde stark schwankt. Die Konzentrationsunterschiede beruhen auf dem Gestein, Uber
welchem sich die Boden bilden, und werden weiter modifiziert durch natirlichen Eintrag
Uber Staubpartikel aus Gesteinen, Boden und vulkanischer Asche, sowie massiv durch
anthropogenes Einwirken (Alloway 1999). Bereits in der Antike gelangten Schwermetalle
durch den Abbau von Erzen wie Fe, Cu, Pb und Zn vermehrt in Luft, Boden und Gewasser.

Mit der industriellen Revolution steigerte sich der anthropogene Eintrag von Schwermetall in



die Umwelt. Durch die Verbrennung von Kohle, welche Schwermetalle in hohen Mengen

enthalt, stieg die Schwermetallemission stark (Heintz und Reinhardt 1990).

Umwelt. So zeigten Untersuchungen an kanadischen Gletschern, dass die Bleieintrage im Eis
zwischen den 1949er und 1980er Jahren extrem gestiegen sind. In der jlngsten
Vergangenheit ging der Wert durch das Verbot von bleihaltigem Benzin in Nordamerika und
Europa zurick. Dennoch sind weiterhin 90 % des Bleieintrags in die Umwelt auf
anthropogene Einfllisse zurlickzufiihren. Auch Uber Klarschlamm gelangen Schwermetalle in
die Umwelt. Als Klarschlamm fasst man alle Siedlungsabfalle, die Uber die Abwasserreinigung
anfallen, zusammen. Quellen fir die Verunreinigung sind dabei menschliche
Ausscheidungen, Korrosion von Leitungen, Reinigungswasser industrieller Betriebe und
Schmutz- und Niederschlagswasser (Blume et al. 2011). Aber auch die Landwirtschaft bringt
Schwermetalle Uber Dingemittel und Pestizide in die Umwelt ein (Krebs et al. 2017).
(Dingemittel teilt man dabei in organische und mineralische Diingemittel ein. Organische
Dingemittel beinhalten Wirtschaftsdiinger (Jauche, Giille, Stallmist, Stroh), organische
Handelsdiinger (Guano, Torf und tierische Reste) und Sekundarrohstoffe (Siedlungsabfalle).
Quellen der Schwermetalle im Wirtschaftsdiinger sind Futtermittel, Ausscheidungen aber
auch Desinfektionsmittel. Mineralische Diingemittel enthalten sowohl erwiinschte, als auch
unerwinschte Spurenelemente wie zum Beispiel Cadmium. Hauptsachlich dienen sie der
Zufuhr von N, P, und K. Sie kdnnen aber gewollt essentielle Schwermetalle wie Cu, Zn, Co
und Mo enthalten (Krebs et al. 2017). Die verschiedenen Schwermetalle gelangen zum
Grol3teil in den Boden. Dort kénnen sie von Pflanzen aufgenommen und voriibergehend
gespeichert werden (Blume et al. 2011). Der Anteil, welcher von Pflanzen aufgenommen
wird, gelangt dann in die Nahrungskette. Doch auch in der Luft befinden sich Schwermetalle
in Form von Staub, welcher auch direkt von Organismen aufgenommen werden kann (Heintz
und Reinhardt 1990). Dieser Feinstaub kann gut tber die Lungen aufgenommen werden, und

flihrt zu zahlreichen Erkrankungen (Umweltbundesamt 2016).



3.1.3. Aufnahme von Schwermetallen

Die fir Pflanzen lebenswichtigen Schwermetalle sind Fe, Mn, Zn, Cu, Ni, Mo und Co. Sie sind
flr viele zellphysiologischen Aufgaben essentiell (Schulze et al. 2002). So wird alleine fiir die
Photosynthese eine Reihe von diesen Metallen bendtigt: Mg als Zentralatom fiir Chlorophyll,
Fe in Ferredoxin und Cytochrom, Cu im Plastocyanin, Zink und Cu in der Zn-Cu-Superoxid-
Dismutase, welche Sauerstoffradikale verhindert und Mn in wasserspaltenden Enzymen
(Brunold 1996). Auch abseits der Photosynthese werden Schwermetalle benétigt. Besonders
die Fahigkeit zum Valenzwechsel, macht die Schwermetalle wichtig fiir viele Enzyme. Im
Zusammenhang mit dem Valenzwechsel ist auch die Fahigkeit von Schwermetall zur
Chelatbildung wichtig. Chelate sind Verbindungen aus einem Zentralatom und mehreren
Liganden. Schwermetalle eignen sich besonders gut dazu mehrere Liganden an sich zu
binden (Prasad und Hagemeyer 1999). Ein prominentes Beispiel fiir einen Chelatkomplex ist

das Chlorophyll, bei welchem Mg als Zentralatom dient.

Die Fahigkeit von Pflanzen Schwermetalle aufzunehmen, wird durch verschiedene Faktoren
beeinflusst. Einerseits ist die Art des Metalls ausschlaggebend, aber auch in welcher Form
ein bestimmtes Element im Boden vorliegt. Um von Pflanzen aufgenommen werden zu
kénnen, muss das Metall in wasserl6slicher Form vorhanden sein. Zusatzlich spielt auch die
GroRe des Metallkomplexes eine Rolle. Je groRer ein Komplex ist, desto geringer ist die
Aufnahmewahrscheinlichkeit (Brunold 1996). AuBerdem gilt, je groRer die Adsorption der
Metalle im Boden ist, desto wichtiger ist die GroRe der Oberflaiche des Wurzelgeflechts
(Alloway 1999). Weiters spielen der pH-Wert des Bodens und das Redoxpotential des

Bodens eine Rolle fiir die Schwermetallverfiigbarkeit (Brunold 1996).

Fir die Metallaufnahme gibt es zwei Absorptionsmechanismen - passiv und aktiv. Bei der
passiven Aufnahme diffundieren die lonen in die Endodermis der Wurzel. Bei der aktiven
Absorption muss Energie aufgewendet werden um die lonen gegen den
Konzentrationsgradienten in das Innere der Pflanze zu pumpen. Die Mechanismen der
Aufnahme variieren dabei zwischen den Metallen, kdnnen sich aber auch lberschneiden,
was zu einer Konkurrenz fiihrt. So beeinflussen verschiedene lonen, die Absorption anderer
lonen durch die Pflanze (Alloway 1999). Unglinstige Faktoren zwischen pH-Wert,
Redoxpotential des Bodens und Wurzelaktivitat konnen bei dhnlichem Gesamtgehalt an
Schwermetallen, zur einem Mangel oder zu Toxizitat fliihren (Schulze et al. 2002). Pflanzen
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konnen diese Faktoren zu einem gewissen Grad steuern um an stark adsorbierte
Schwermetalle im Boden zu gelangen. Sie kdnnen uber die Rhizosphare den Boden
ansduern, Redoxveranderung im Boden verursachen oder mit organischen Komplexen

Schwermetalle mobilisieren (Schulze et al. 2002).

Schwermetalle knnen aber nicht nur aus dem Boden aufgenommen werden, sondern auch
Uber die Luft. Diesen Effekt macht man sich auch in der Landwirtschaft zunutze, denn dort
kann man mit wasserldslichen Kupfer- und Mangansalzen die Pflanze {ber die
Blattoberflache diingen (Merian 1984). Diese Fahigkeit von Pflanzen fihrt aber unter
anderem dazu, dass auch nicht essentielle Schwermetalle, wie Cadmium U(ber die Luft
aufgenommen werden kénnen und damit in die Nahrungskette gelangen. Fiir die Aufnahme
Uber die Blatter spielen Art und Erndahrungszustand der Pflanze, Dicke der Cuticula, Alter der
Blatter, Vorhandensein von SchlieRzellen, Feuchtigkeit der Blattoberfliche und Art des
gelosten Stoffes eine Rolle (Alloway 1999). Um sich vor den schadlichen Wirkungen von zu
hohen Konzentrationen von Schwermetallen zu schiitzen, haben manche Pflanzen einige
Resistenzmechanismen entwickelt. Dabei werden Schwermetalle entweder aus der Pflanze
ausgeschlossen oder akkumuliert. Bei der Akkumulation werden die Metalle in der Pflanze
isoliert, damit es zu keinen Stérungen von chemischen Reaktionen im Zellmetabolismus

kommen kann (Prasad und Hagemeyer 1999).

3.1.4. Verwendete Schwermetalle

3.1.4.1. Cadmium

Cadmium ist fur Organismen toxisch und im Vergleich zu vielen anderen Schwermetallen in
keiner Konzentration nitzlich und gehoért deshalb zu den Xenobiotika. Meist tritt Cadmium
mit einem zweiten Schwermetall wie Zink oder Kupfer auf (Schulze et al. 2002). Die
Konzentration ist in natilirlichen, nicht verunreinigten Boden normalerweise sehr gering,
weshalb die Zufuhr durch den Menschen von besonderer Bedeutung ist (Alloway 1999).
Cadmium wird vor allem bei der Zinkproduktion gewonnen, da es dort als Nebenprodukt
anfallt. Es wird fir Nickel-Cadmium Akkumulatoren bendtigt und kommt in der
Kunststoffproduktion vor (Hilberg 2015). Es gelangt liber die metallverarbeitende Industrie,

durch Verbrennung von Mill und fossilen Brennstoffen, durch Klarschlamm und durch



Diinger in die Umwelt (Nentwig 2005). Cadmium ist bereits in geringen Konzentrationen fir
Tiere und Pflanzen toxisch (Blume et al. 2011). Bei Menschen kann Cadmium zu Blutarmut,
den Verlust des Geruchssinnes und krankhaften Veranderung des Skeletts fiihren. In Japan
kam es im Bereich von Kuper- und Zinkminen durch Cadmium zu chronischen Nieren- und
Knochenschadigungen. Das Schwermetall gelangte (iber Abwasser in die Reisfelder und
damit in die Nahrungskette der Menschen und fiihrte zu Cadmiumvergiftungen (Hilberg
2015). Cadmium ist in Pflanzen sehr mobil und kann Uber das Xylem in alle Pflanzenteile
transportiert werden (Schulze et al. 2002). Es wird zusatzlich auch gut UGber die Blatter
aufgenommen und kann in der Pflanze die Photosynthese hemmen, in dem es zum

SchlieBen der Stomata flhrt (Alloway 1999).

3.1.4.2. Kupfer

Kupfer ist ein wichtiges essentielles Spurenelement fiir Tiere und Pflanzen (Alloway 1999).
Die Konzentration an Kupfer in der Erdkruste ist hoch. Wie viel davon in den Boden gelangt,
hangt vor allem vom pH-Wert des Bodens ab. Bei niedrigem pH-Wert ist die Kupferloslichkeit
erhoht, bei alkalischer Umgebung wird Kupfer ausgefallt. Deshalb kommt es vor allem in
basischen Béden zu Kupfermangel, aber auch in extrem sauren, da dort das Kupfer schnell
ausgewaschen wird. Kupfer ist flr Tiere und Pflanzen lebensnotwendig, weil es ein wichtiger
Bestandteil vieler Enzyme ist. In zu starker Konzentration wirkt es jedoch toxisch. Der
Hauptgrund dafir ist, dass sich freie Kupferionen, an andere Proteine, welche eigentlich kein
Kupfer bendtigen, binden und damit deren Funktion storen (Merian 1984). Der geringe
Bedarf an Kupfer bei hoheren Pflanzen fiihrt dazu, dass Mangelerscheinungen nur sehr
selten auftreten. Kupfertoxizitat tritt hingegen deutlich haufiger auf. Dies liegt vor allem an
anthropogenen Einfllissen, wobei sich die Folgen von Kupfertoxizitat teilweise erst nach
langerem Einwirken zeigen (Schulze et al. 2002). Kupfer wird schon seit (iber 9000 Jahren
vom Menschen genutzt (Exner et al. 2016). Heute wird es in vielen Industrien bendtigt. Es
wird in der Elektroniktechnologie gebraucht, ist ein wichtiger Bestandteil zahlreicher
Legierungen, wird fiir Wasserleitungen und in der Landwirtschaft verwendet und ist auch ein
wichtiges Element fiir die Chemieindustrie (Merian 1984). Der hohe Bedarf an Kupfer fuhrt
auch zu Kupferstress in der Umwelt, welcher Uber Klarschlamm, Landwirtschaft und

Abraumhalden entsteht (Schulze et al. 2002). Brian J. Alloway beschreibt, dass bis 1995
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bereits 307 t Millionen Kupfer abgebaut wurden. Das ist doppelt so viel Kupfer wie in den
obersten 2 cm im Boden der gesamten Erde ist. Der Grofteil davon wurde erst im 20.

Jahrhundert abgebaut (Alloway 1999).

3.1.4.3. Nickel

Nickel ist fir Archea, Bakterien, einzellige Eukaryoten, Tiere und Pflanzen essentiell. Dort
katalysiert es in Enzymen chemische Reaktionen (Zambelli et al. 2016; Ekmekcioglu und
Marktl 2006). Nickel kommt in einer Vielzahl von Oxidationsstufen vor, doch nur Ni?" ist im
groReren Mengen in Boden stabil. Der Nickelgehalt schwankt stark zwischen verschiedenen
Gesteinsschichten, dabei ist der Gehalt in basischen Gesteinen hoch und in sauren
Erstarrungsgesteinen, Sedimenten und alkalischen Gesteinen niedrig. Dementsprechend
schwankt der Nickelgehalt auch stark zwischen den verschiedenen Béden (Alloway 1999). Da
Nickel nur in sehr geringen Dosen von Pflanzen bendtigt wird, kommt es sehr selten zu
Mangelerscheinungen (Kaim und Schwederski 2010). Im Vergleich zu anderen
Schwermetallen ist die Spanne zwischen essentieller Menge und Menge, die toxisch ist, sehr
breit. Auch die Toxizitat ist im Vergleich zu anderen Schwermetallen deutlich schwacher,
besonders im Vergleich zu Kupfer. Eine zu hohe Menge an Nickel fihrt bei Pflanzen zu einem
geschwachten Stoffwechsel. So wird die Aufnahme der Wurzeln und die Photosynthese
gestort. Zusatzlich kommt es, wie bei anderen Schwermetallen, zu oxidativem Stress. Oft
tritt Nickel mit anderen Schwermetallen gemeinsam auf, weshalb die Pflanzen eher unter
anderen Schwermetallen leiden (Sigel 2007). Es wird in der Industrie fiir viele Legierungen,
Batterien, elektronische Bauteile und Katalysatoren benétigt (Alloway 1999). Nickel gelangt
durch den Menschen in groflen Mengen in die Umwelt - einerseits (iber den Bergbau durch
den Abbau, aber auch beim Verhitten gelangt Nickel in die Luft. Auch Gber Klarschlamm und
durch Verbrennung fossiler Brennstoffe wird Nickel in die Umwelt eingebracht (Merian

1984).

10



3.2. Biomonitoring

Beim sogenannten Biomonitoring versucht man, mit Hilfe biologischer Studien von
Organismen und Analyseverfahren, die gegenwartige und zukiinftige Umwelt zu bewerten.
Mit Hilfe von Organismen kénnen verschiedene Variablen wie Elementverschmutzung in
bestimmten Gebieten und deren Verdnderung {(iber Raum und Zeit, der
Verschmutzungslevel oder auch der Nahrstoffgehalt in einer Umgebung gemessen werden.
Organismen mit denen diese Variablen beobachtet werden, nennt man Bioindikatoren.
Bioindikatoren zeigen die Anwesenheit eines bestimmten Umwelteinflusses. Dabei reagiert
der Organismus mit morphologischen oder physiologischen Veranderungen, je nach Liange

und Starke des Umwelteinflusses (Jorma 2015).

Beim Biomonitoring gibt es zwei Methoden, die aktive und die passive Methode. Beim
passiven Biomonitoring werden Organismen verwendet, welche in einer bestimmten
Umgebung vorkommen. Damit lassen sich vor allem grofle Gebiete gut untersuchen. Das
aktive Biomonitoring, lasst sich in Transplantations- und Moss-bag-Methode unterteilen. Bei
der Transplantationsmethode werden Organismen, meist Moose und Flechten, von
unverschmutzten Habitaten in verschmutze Habitate eingesetzt. Der Vorteil daran ist, dass
man die Zeit, welche die Pflanze am neuen Standort verbringt, genau kontrollieren kann.
Dennoch kénnen beobachtbare Veranderungen des Organismus auf mehreren Faktoren
beruhen und verschiedene Faktoren kénnen sich gegenseitig beeinflussen. Bei der Moss-
bag-Methode, werden Moose in luftdurchldssige Beutel gesteckt und in verschmutzte
Gebiete eingebracht. Dadurch werden die Einflussfaktoren auf das Moos verringert und es
kann zum Beispiel die Luftverschmutzung durch Schwermetalle gut gemessen werden. Fiir
das terrestrische Monitoring haben sich vor allem Moose, Flechten und Nadelbdaume als gute
Indikatoren fir Luft, Wasser und Bodenverschmutzung bewahrt (Jorma 2015). Da in dieser
Diplomarbeit mit Moosen gearbeitet wird, beschranken sich weitere Ausfiihrungen auf

diese.
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3.2.1. Moosmonitoring

Damit ein Moos als Bioindikator fiir Schwermetalle funktionieren kann, braucht es eine hohe
Toleranz gegeniuber Schwermetallen. Die meisten Moose sind in der Lage hohe
Konzentrationen von diesen Metallen zu akkumulieren (Frahm 2001). Moosmonitoring wird
bereits seit den 1990er Jahren als Schwermetallindikator verwendet. Seit dem gibt es ein
Monitoringprogramm in Europa, bei welchem alle 5 Jahre Untersuchungen durchgefiihrt
werden (Harmens et al. 2013). Das Moosmonitoring hat dabei viele Vorteile, denn durch
dieses kann einfach Uber Landergrenzen hinweg ein Umweltmessnetz fiir Schwermetalle
erstellt werden, Gber welches die verschiedene Schwermetallkonzentrationen gemessen und
kartiert werden konnen, um zu beobachten in welchem MaRe Umweltschutzmalen

funktionieren (Kratz und Schréder 2009).

Moose eignen sich durch mehrere morphologische Eigenschaften als Bioindikatoren. lhre
Cuticula ist stark reduziert oder fehlt oft ganzlich, weshalb lonen direkt tber die Zellwand
aufgenommen werden kénnen. Weiters konnen die Bldtter von Moosen oft nur eine
Zellschickt dick sein, weshalb ein GroRteil der Nahrstoff- und Wasserversorgung Uber die
Blatter ablauft. Dadurch gelangen auch Schadstoffe aus der Atmosphare leicht Gber die
Blatter in die Pflanze. Zusatzlich sind die meisten Moose dicht beblattert, was die Aufnahme
Uber die Luft zusatzlich verbessert. Die Aufnahme von Nahrstoffen iber den Untergrund ist
hingegen deutlich geringer und findet bei manchen Moosen gar nicht statt (Zechmeister
1994). Die Schwermetalldeposition findet deshalb grofitenteils (iber die Oberfliche statt,
wodurch Moose einen grofRen Teil der Schmutzbelastung akkumulieren (Lichtfouse et al.
2013). Zusatzlich besitzen sie eine hohe Kationenaustauschkapazitat zur Aufbewahrung und
zum Transport vieler Elemente (Jorma 2015). Sie kénnen durch diese Eigenschaften héhere
Konzentrationen von Schwermetallen aufnehmen als die meisten GefaRpflanzen. Dabei
lassen sich Schwermetalle in der Zellwand und in vielen Zellorganellen nachweisen (Frahm
1998). Weitere Eigenschaften, welche Moose fiir Biomonitoring ideal machen, sind eine
langsame Wachstumsrate, ein Vorkommen meist in Gruppen und nur kleine morphologische
Anderungen (ber die Lebenszeit. Dabei lassen sich Schwermetallaufnahmen in den jahrlich
wachsenden Segmenten erkennen (Lichtfouse et al. 2013). Dies fiihrt dazu, dass man mit der

Sammlung eines Moses die Deposition von Schwermetallen aus mehreren Jahren erfassen
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kann (Zechmeister 1994). Ein besonders grofRer Vorteil ist auch, dass das Biomonitoring

mittels Moosen deutlich gilinstiger ist, als konventionelle Verfahren (Frahm 1998).

3.2.2. Aktuelle Situation des Moosmonitorings

Wie bereits erwahnt, gibt es in Europa seit 1990 in flinf-Jahres-Intervallen Messungen mit
Moosen um die Schwermetalldeposition aus der Luft zu messen. Seit 2005 wird mit ihnen
auch die Deposition von Stickstoff gemessen. In den Jahren 2010/2011 wurden an 4.500
Standorten Messungen filir die Schwermetallbelastung genommen. Fir die Auswertung
wurden vor allem die Moose Pleurozium schreberi und Hylocomium splendes verwendet.
Weiters wurden aber auch die Moose Hypnum cupressiforme und Pseudoscleropodium
purum genutzt. Andere Moose wurden zwar auch verwendet um verschiedene Habitate
abzudecken, machten aber weniger als 10 % der gesammelten Proben aus. Generell war die
Deposition von Schwermetallen im Nordeuropa am geringsten und in Sidosteuropa am
hochsten. Europaweit haben die Konzentrationen von Blei (77 %), Vanadium (57 %), Eisen
(52 %) und Cadmium (51 %) am starksten abgenommen, wahrend die Kupferkonzentration
nur um 11 % sank. Der Cadmiumgehalt war in Nordwestskandinavien, Island und
Westfrankreich am niedrigsten. Die héchsten Konzentrationen wurden in Rumanien, in der
Slowakei, in Kroatien, der Ukraine und Belgien gemessen. Wie bei Cadmium waren die
Kupfer Konzentrationen in Skandinavien am niedrigsten. Eine Ausnahme bildet dabei die
Grenzregion im Norden zu Russland, denn dort gibt es stark verschmutzende Kupfer-
Nickelschmelzen. Ansonsten findet man die hochsten Kupferkonzentrationen in
osteuropdischen Landern wie Ukraine, Rumanien, Slowakei und Bulgarien. Gesamt gesehen
ging der durchschnittliche Median der Kupferkonzentration seit 1990 um 11 % zurlick. Die
niedrigste Nickelkonzentration gab es, wie bereits bei Cadmium und Kupfer, in den
skandinavischen Landern, mit Ausnahme der Grenzregion zu Russland. Wie bei Cadmium
und Kupfer, findet man die héchsten Konzentrationen in Siidosteuropa. Gesamt gesehen
ging der durchschnittliche Median der Nickelkonzentration seit 1990 um 12 % zurlick
(Harmens et al. 2013).

Auch in Osterreich gingen seit den ersten Messungen die Schwermetallemission zuriick.
Besonders um die 1990er Jahre kam es durch gesetzliche Beschrankungen und Verbote,
insbesondere bei Cadmium, Blei und Quecksilber, zu einem starken Riickgang. Auch wenn es

insgesamt gesehen im Vergleich zu 1995 einen Riickgang der Belastung gab, haben seit 2010
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bestimmte Elemente (Co, Fe, Al) wieder zugenommen. Wenn man international die Gebiete
mit den gemessenen Hochstwerten vergleicht, liegen manche 6sterreichischen Hochstwerte
im europdischen Vergleich an der Spitze und die Schwermetallbelastung steigt in diesen
Gebieten teilweise trotz dieses Wissens weiter. Besonders stark von Schwermetall belastet
sind in Osterreich die Region um die Industriestandorte Treibach/Althofen, Reutte, Leoben
und Bad Sauerbrunn.

Auch fur Cadmium waren zwar bei der Probensammlung von 2015, die durchschnittlichen
Belastungswerte in Osterreich signifikant geringer als 1995, die gemessenen Héchstwerte
blieben jedoch konstant. Hoher belastete Gebiete waren, wie schon bei den Messungen
davor, das Unterinntal, die Region um Bad Sauerbrunn und Zbdbelboden. Bei letzterem
stammen die Eintrdge vermutlich aus dem Ferntransport. Die Kupferkonzentration war
ebenfalls auffallig hoch im unteren Inntal. Alle Standorte in dieser Region hatten Werte die
weit (iber dem nationalen Durchschnitt liegen. Auch im Nordosten Osterreichs gab es
hohere Konzentrationen, welche auf die kupferhaltigen Pestizide zuriickzufihren sind, die im
Weinbau benutzt werden. Die erhohten Werte im Alpenvorland sind wahrscheinlich auf die
Schweinemast der dortigen Region zurlickzufiihren. Insgesamt geht die Kupferkonzentration
jedoch zurlck. Der Nickelwert ging Osterreichweit ebenfalls zurlick, auch wenn bekannte
Standorte wie Treibach/Althofen, Leoben und Baden Sauerbrunn noch immer deutlich Gber

dem Durchschnitt liegen.

Bei all diesen Messungen handelt es sich um das weitverbreitete passive Biomonitoring
(Zechmeister 2016). Das passive Biomonitoring hat jedoch den Nachteil, dass keine
Messungen in Stadten durchgefiihrt werden kdnnen, da dort deutlich seltener Moose
wachsen. Wie bereits in der Einflihrung erwdhnt, ist dafiir die Moos-bag-Methode deutlich
besser geeignet. Sie hat auRerdem den Vorteil, dass die Expositionsdauer genau bekannt ist
und kontrolliert werden kann. Weiters kennt man bei dieser Methode auch die genaue
Vorgeschichte des Mooses und welchen Depositionen die Pflanze davor ausgesetzt war.
Weitere positive Faktoren sind, die Flexibilitdt bei der Standortauswahl und die Méglichkeit
mehrere Arten zu testen. Ein Nachteil der Moos-bag-Methode ist, dass die Moose zur
Austrocknung neigen und die Aufnahme von Metallen abhdngig von den Begebenheiten der
Umwelt ist. AuBerdem ist wenig dariiber bekannt, wie mehrere Schwermetalle gleichzeitig

wirken und wie deren Wechselwirkung sind. Diese Faktoren sind im stadtischen Bereich von
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groRerer Relevanz als in der Natur. Damit die Wirkungen von einzelnen Metallen auf die
Biomonitoringpflanzen getestet werden kénnen, missen also Studien im Labor durchgefiihrt
werden. Dadurch kénnen gezielt bestimmte Konzentrationen von einzelnen Schwermetallen

auf Pflanzen untersucht werden (Anici¢ et al. 2009; Sassmann et al. 2015a).

Im Review von Aboal et al. (2010) wird die Moosmonitoring-Methode kritisch gesehen. In
dem Review gibt es drei Punkte, welche die Autoren am gegenwadrtige Moosmonitoring
bemangeln. Zum einen gibt es keine signifikante Korrelationen zwischen den
Schadstoffkonzentrationen in Moosen und dem Grof3teil der Freilanddeposition. Eine
signifikante Korrelation gab es nur in 40,1 % der beobachten Falle. Weiters identifizierten sie
einige methodenbedingte Probleme wie zu kleine StichprobengréRen, Eliminierung einiger
Daten aus den Regressionsanalysen, grofle Abstande zwischen den Probeentnahmestellen
der Moose und Unterschiede in den Expositionszeiten der Moosproben, sodass die
Ergebnisse der Studien moglicherweise nicht vollstandig giiltig sind. Als letzten Punkt
verwiesen sie darauf, dass in der einschlagigen Literatur nachgewiesen wurde, dass die
Ablagerungen im Moos nicht die atmospharische Deposition wiederspiegelten. Weiters wird
in der Literatur darlber diskutiert, wieso die Freilanddeposition nicht unbedingt mit der
Konzentration in Organismen korreliert. Grinde daflir sind das Vorhandensein
verschiedener Kontaminationsquellen mit unterschiedlichen physikalischen und chemischen
Eigenschaften und die biologischen Prozesse im Organismus selbst. In Anbetracht dessen
kommen die Autoren zu dem Schluss, dass, mit Ausnahme bestimmter Elemente, wie zum
Beispiel Blei und Cadmium, die Schwermetallanreicherung in Moosen nicht die genaue
atmospharische Deposition von Schwermetallen in der Umwelt widerspiegelt. Dennoch
raumen die Autoren ein, dass das Moosmonitoring zumindest Aufschluss dariiber gibt, ob es
eine Verunreinigung der Umwelt gibt. Weiters zeichnet das Moosmonitoring fiir sie auch ein
grobes Bild iber die zeitliche und raumliche Komponente der Belastung, weshalb laut ihnen
diese Methode auch weiterhin durchgefiihrt werden sollte, aber eher als Ergdanzung zu
konventionellen Analysemethoden (Aboal et al. 2010). Ebenfalls Kritik zur Moos-bag-
Methode in Europa gab es in der Studie von Gombert et al. (2004). Die Autoren kritisieren
vor allem die Vergleichbarkeit der Ergebnisse verschiedener Studien. Denn es wurden in
Europa einerseits verschiedene analytischen Methoden (AAS, ICP-AES, ICP-MS) zur

Auswertung benutzt, aber auch insgesamt 25 verschiedene Moosarten verwendet. Das
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schrankt die Vergleichbarkeit der verschiedenen Studien ein, denn die Akkumulationsmenge
ist bei den verschiedenen Moosen unterschiedlich (Gombert et al. 2004). Dies kann durch
unterschiedlichen morphologischen Aufbau und Wachstum erklart werden. Kleine Moose
bilden kleine Konglomerate und kénnen durch ihre Blatterpolster besser Metalle binden.
Weiters besitzen die verschiedenen Moose unterschiedliche Membranzusammensetzungen
mit unterschiedlicher Kationenaustauschkapazitat (Gonzdlez und Pokrovsky 2014). Dies
verdeutlicht die Notwendigkeit von Laboruntersuchungen an einzelnen Moosen um die
Akkumulationseigenschaften der einzelnen Moose besser zu verstehen und damit auch die
Ergebnisse besser vergleichbar zu machen. Die meisten Autoren sind sich dartiber einig, dass
das Moosmonitoring durch die groRe Verbreitung der Moose, durch die grole Anzahl an
wissenschaftlichen Artikeln und die Kostenglinstigkeit bis jetzt die effizienteste Methode ist,
um grofde Gebiete auf ihre Schadstoffbelastung zu kontrollieren. Denn nur dadurch lasst sich
erst Uberprifen, ob die Reduktion der Emissionen auch zu einer Verringerung der
Schadstoffdeposition fuhrt (Kratz und Schréoder 2009; Harmens et al. 2013; Anici¢ et al. 2009;
Stankovié et al. 2018). Trotz des Zuspruchs fiir das Moosmonitoring wurden in Osterreich aus

Kostengriinden die Probeentnahmepunkte von 220 auf 75 verringert (Zechmeister 2016).

3.3. Moose

3.3.1. Allgemeine Informationen zu Moosen

Unter Moosen versteht man drei Gruppen kleiner, krautiger Pflanzentaxa. Diese sind
Hornmoose (Klasse der Anthocerophytina), Lebermoose (Klasse der Marchantiophytina) und
Laubmoose (Klasse der Bryophytina). Molekularbiologische Untersuchungen haben aber
gezeigt, dass diese drei Gruppen keine monophyletische Gruppe darstellen, sondern eine
paraphyletische (Campbell et al. 2011). Frahm (2018) unterteilt die Lebermoose zusatzlich in
die Klasse der Marchantiopsida und die Klasse der Jungermanniopsida. Er raumt weiters ein,
dass bei der Einteilung der Moose morphologische und anatomische Untersuchungen nicht
eindeutig sind. Weiters sind auch die molekularen Ergebnisse widerspriichlich. Vergleicht
man den Bau des Sporophyten und die Organisation des Gametophyten, so gibt es auch
groBe Unterschiede innerhalb der Moosgruppen, welche eine weitere Auftrennung der

Gruppen rechtfertigen wiirde. Wie bei allen Organismen ist die Klassifikation nicht statisch,
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sondern stindig im Wandel und wird sich durch neue Forschungsergebnisse weiter

verandern (Frahm 2018).
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Abb.1: Mooszyklus (Campbell et al. 2011)

Alle Moose verbindet ein dominanter Gametophyt. Dieser ist deutlich groRer als der
Sporophyt und lebt langer. Wenn Sporen eines Mooses in ein geeignetes Habitat mit
genigend Wasser gelangen, keimen sie aus und bilden ein haploides Protonema.
Protonemata sind verzweigte Zellfaden, welche gut Wasser und Nahrstoffe aufnehmen. Aus
diesem Protonema kénnen sich dann bei geeigneten Bedingungen mannliche oder weibliche
Gametophyten bilden (Campbell et al. 2011). Der Gametophyt ist bei den Hornmoosen und
manchen Lebermoosen lappig. Bei den meisten Lebermoosen und allen Laubmoosen ist er
beblattert. Bei den letzten beiden ist der Gametophyt in Blattchen (Phylloide), Stammchen
(Cauloide) und wurzelartige Strukturen (Rhizoide) unterteilt. Dabei ist zu beachten, dass
diese Organe nicht mit den Strukturen der héheren Pflanzen gleichzusetzen sind. Blatter,
Stamm und Wurzeln sind bei den Kormophyten Organe des Sporophyten und damit des
diploiden Stadiums (Frahm 2018). Der Gametophyt bildet bei Moosen Gametangien, welche

die Gameten hervorbringen und mit einem Gewebe schiitzen. Dabei kann ein Gametophyt
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mehrere Gametangien bilden. Eine einzelne Eizelle entsteht dabei in einem Archegonium. Im
Vergleich dazu koénnen viele Spermatozoide von einem Antheridium gebildet werden.
Manche Moose sind zweigeschlechtlich, so liegen bei den Laubmoosen Archegonien und
Antheridien meist getrennt auf unterschiedlichen Gametophyten. Die Befruchtung der
Eizelle Uber die Spermatozoide kann nur in Anwesenheit von Wasser passieren.
Spermatozoide besitzen GeilReln, mit welchen sie durch das Wasser schwimmen kdnnen. Sie
werden durch chemische Stoffe zur Eizelle gelockt. Die Zygote entwickelt sich dann im
Archegonium zum Embryo und wird durch Transferzellen des Gametophyten mit
Nahrstoffen versorgt. Der Embryo entwickelt sich dann zum reifen Sporophyt. Dieser bleibt,
obwohl er auch selbst Photosynthese betreiben kann am miutterlichen Gametophyt. Moose
haben von allen lebenden Pflanzen den kleinsten und einfachsten Sporophyt. Erst im Verlauf
der Evolution haben sich bei anderen Pflanzen gréRere und komplexere Sporophyten
gebildet (Campbell et al. 2011). Bei Hornmoosen ist der Sporophyt schotenférmig. Bei den
Laub- und Lebermoosen besteht der ausgewachsene Sporophyt aus einem Stiel (Seta) und
einer Sporenkapsel (Sporangium). Innerhalb des Sporangiums werden Archesporen gebildet,
welche durch Meiose zu Meiosporen werden. Diese sind dann die Sporen, welche durch
verschiedene Mechanismen in die Umwelt gelangen und neue Protonemata bilden und
damit neue Moospflanzen (Frahm 2018). Viele Moosarten koénnen sich auch
ungeschlechtlich fortpflanzen. So kdénnen zum Beispiel manche Laubmoose Brutkdrper
bilden, welche sich von der Mutterpflanze |6sen. Die Moose, die sich daraus bilden, sind

dann Kopien der Mutterpflanze (Campbell et al. 2011).

Die Gametophyten der Moose bilden in der Regel dichte Teppiche. Durch ihren diinnen und
ungefestigten Pflanzenkdrper fehlt es ihnen an Festigkeit fir einen hohen Wuchs. Zusatzlich
wird die Wuchshohe der meisten Bryophyten durch ein fehlendes Leitgewebe eingeschrankt.
Moose gelangen direkt (iber ihre Oberflaiche an Nahrstoffe und Wasser. Diinne Zellschichten
erlauben es, geloste Substanzen auch ohne Leitgewebe zu verteilen. Bei manchen Moosen
hat sich eine Art Leitgewebe parallel zum Leitgewebe der GefaRpflanzen gebildet (Campbell
et al. 2011). Bei den Hornmoosen kdnnen Leitgewebe beispielsweise nur in Form von einer
Columella im Inneren des Sporophyten auftreten. Bei Lebermoosen kénnen sie in Form von
wasserleitenden Hydroiden auch im Gametophyten vorkommen. Auch bei den Laubmoosen

kann es Hydroiden geben. Diese konnen sowohl in der Seta als auch im Gametophyten
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auftreten, insbesondere bei den aufrecht wachsenden Arten. Bei den Polytrichidae gibt es

zusatzlich noch Assimilat leitende Gewebe namens Leptoide (Frahm 2018).

Die Gametophyten sind durch Rhizoide im Boden verankert. Die Rhizoide der Leber- und
Hornmoose bestehen aus einer einzigen langen Zelle. Die Rhizoide der Laubmoose bestehen
im Gegensatz dazu aus mehreren fadenférmigen Zellen. Im Vergleich zu Wurzeln spielen
Rhizoide nur eine geringe Rolle bei der Aufnahme von Nahrstoffen und Wasser (Campbell et
al. 2011). Durch ihren geringen Wuchs kdnnen sich Moose nur schwer gegen hohere
Pflanzen durchsetzen, weshalb sie vor allem 6kologische Nischen besetzen (Wirth und Dl

2000).

3.3.2. Verwendete Moose

3.3.2.1. Physcomitrella patens

Physcomitrella patens ist ein Modellorganismus. Durch seine effiziente homologe
Rekombination ist gezielte Genmodifikation an der Pflanze madglich. Dies ermdglicht es,
Funktionen von Genen zu erforschen (Prigge und Bezanilla 2010). Die Pflanze war auch das
erste Moos, welches vollstandig sequenziert wurde. Durch genetische Vergleiche mit
aquatischen Algen und vaskuldaren Pflanzen, war eine Rekonstruktion der genetischen
Verdanderungen, welche die Besiedelung des Landes fiir Pflanzen mit sich brachte, moglich

(Rensing et al. 2008).

P. patens wachst auf verschlammten oder tonigen Boéden, insbesondere an abgelassenen
Teichen und abgefallenen Flussufern. Die Pflanze kommt in Eurasien und Nordamerika vor.
Die Art ist bis zu 5 mm hoch und wachst in lockeren Herden. Die oberen Blatter sind
vergroRert, breit lanzettlich und am Rand stumpf gezdhnt. Die Blattrippe endet kurz
unterhalb der Blattspitze. Das Moos ist kleistokarp (Frahm et al. 2004). Das bedeutet, dass
die Kapsel keinen abgegliederten Deckel hat. Dadurch kénnen die Sporen erst durch den
Zerfall des umschlieBenden Gewebes frei gesetzt werden (Schubert und Wagner 1993). Die
Kapsel ist kugelig, mit kurzem Spitzchen und sitzt auf einer kurzen Seta und ist von Blattchen

umschlossen (Frahm et al. 2004).
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3.3.2.2. Pleurozium schreberi

Pleurozium schreberi ist in hell- bis dunkel-, oder braunlich-griinen, glanzenden Decken zu
finden (Wirth und Dill 2000). Die Stammchen sind regelmaRig gefiedert und bis zu 15 cm
lang (Frahm et al. 2004), die Blattchen 2 mm lang eiférmig, stumpflich und schwach faltig.
Sie besitzen fast keine Rippe und liegen bei Feuchtigkeit locker und bei Trockenheit eng an.
Der Stangel scheint rotbraun durch die Blatter durch. Die horizontale Kapsel sitzt auf einer
langen Seta. Verbreitet ist das Moos in der nérdlichen Hemisphdre und in Sidamerika auf
sauren, trockenen bis feuchten Wald-, Heide- und Moorbdden (Wirth und Dall 2000). P.
schreberi, dient auch als Bioindikator um die Verschmutzung der Umwelt durch

Schwermetalle zu Uberpriifen (Kosior et al. 2008).

3.3.2.3. Pohila drummondii

Die Blatter von Pohlia drummondii sind lanzettlich, flachrandig mit einer Rippe, die bis zur
gezahnten Blattspitze reicht. Sie haben eine Bulbille (Brutkérper) pro Blattachsel (Frahm et
al. 2004). Die Stammchen und die Bulbillen sind roétlich (Buback 2014). Wie alle Pohlia Arten
bevorzugt das Moos offene, feuchte Sandbdden. Das Verbreitungsgebiet reicht von
Nordamerika Uber Mittel- und Nordeuropa bis nach Asien (Frahm et al. 2004). P.
drummondii kann dabei auch auf metallreichen Béden wachsen. Durch die Metalltoleranz
und die Fahigkeit auch in starker belichteten Gebieten zu Uberleben, kann die Pflanze ein
breites Spektrum an Habitaten kolonisieren (Adlassnig et al. 2016). Das verwendete Moos

fiir die Versuche wurde auf der Schwarzwand in Salzburg gesammelt.

3.3.2.4. Plagiomnium affine

Die Pflanze wird bis zu 10 cm lang und ist niederliegend oder herabgekrimmt. Die Blatter
sind rundlich oder eiférmig und besitzen eine Rippe, welche bis zur Blattspitze gehen kann.
Die Blattbasis ist schmal und kurz herablaufend. Die sterilen Pflanzenteile sind am Substrat
angedrickt. Das Moos wachst auf feuchtschattigen Waldbdden, an Bdéschungen,
Wegrandern und auf Felsen, welche bereits leicht vererdet sind. An glinstigen Standorten ist
es weitverbreitet und haufig (Frahm et al. 2004). P. dffine ist in Nordeuropa beheimatet

(Cronberg et al. 2013).
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3.3.2.5. Mielichhoferia elongata

M. elongata wird bis zu 15mm grof} und formt dicht bewachsene Rasen. Die ovalen, leicht
glanzenden, Uberlappenden Blatter haben ein dickes Nervenende unterhalb der fein
gezahnten Blattspitze. Es ist eines der sogenannten Kupfermoose oder Metallophyten, die in
stark sauren Lithosolen mit hohen Konzentrationen sowohl von Schwermetallsulfiden, als
auch von seltenen Erden auftreten. Die Zellwand ist sehr wirksam bei der Immobilisierung
von Schwermetallionen und ist der Hauptmechanismus fir die Schwermetalltoleranz. Das
Moos hat ein weitlaufiges aber sehr zerstreutes Habitat. Das Verbreitungsgebiet erstreckt
sich Uber Teile von Eurasien und Nordamerika (Porley 2013). Das verwendete Moos fiir die

Versuche wurde auf der Schwarzwand in Salzburg gesammelt.
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4. Ziel der Arbeit

Ziel der Arbeit ist es, zu untersuchen, wie sich die Metalllésungen Cadmiumsulfat,
Nickelsulfat und Kupfersulfat auf die Moose Mielichhoferia elongata, Plagiomnium affine,
Pohila drummondii, Pleurozium schreberi und Physcomitrella patens auswirken und welche
Rolle die Rhizoide bei der Aufnahme und Akkumulierung von Schwermetallen spielen. Durch
die Plasmolyse und das Beobachten der Zellorganellen soll die Vitalitdt der Pflanzen und
deren Zellen untersucht werden. AnschlieBend sollen die Ergebnisse der verschiedenen
Moose und Metalllésungen verglichen werden. Durch das Auswerten der Ergebnisse sollen

folgende Fragen beantwortet werden:

1. Wie wirken sich welche Schwermetalllésungen auf die unterschiedlichen Moose und
ihre Zellen aus - gibt es Unterschiede in der Toxizitat?

2. Sind Biomonitoring Moose und Indikator Moose, toleranter gegentliber Kupfersulfat,
Nickelsulfat und Cadmiumsulfat als andere Moose?

3. Andert die Isolierung der Rhizoide die Toleranzgrenze gegeniiber Schwermetallen bei

P. drummondi, M. elongata und P. patens?

22



5. Material und Methoden

5.1. Vorbereitung der Moose

Die untersuchten Moose Physcomitrella patens, Pohlia drummondii und Mielichoferia
elongata wurden in Sterilkulturen geziichtet. Pleurozium schreberi und Plagiomnium affine
kamen aus Karnten. Alle verwendeten Moose wurden vom Core Facility Cell Imaging and
Ultrastructure Research (CIUS) der Universitdat Wien bereitgestellt. Mit den ersten drei
Moosproben wurden zwei Versuchsreihen durchgefiihrt. Beim ersten Mal blieben die
Rhizoide unbehandelt und beim zweiten Versuch wurde die Rhizoide mit Wachs versiegelt.
Daflr wurde das Rhizoid des Mooses in geschmolzenes Fett gedippt (Abb. 3.). Die Moose aus
der Umwelt mussten vor der Verwendung zurechtgeschnitten werden, da sie bereits einen
hohen Wuchs hatten. Aus diesem Grund kamen sie fiir das Isolieren der Rhizoide nicht in
Frage und es wurde nur eine Versuchsreihe durchgefiihrt. Damit die Metalllésung nicht
durch die Schnittstellen in die Pflanze eindringen konnte, wurden diese mit Wachs

versiegelt.

Abb.2. P. patens mit freiem Rhizoid Abb.3. P. patens mit isoliertem Rhizoid
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5.2. Behandlung der Moose mit Schwermetallen

Die Behandlung der Moose mit den fllssigen Schwermetallen CdSO,4, CuSO4 und NiSO,4 fand
in einer 96-well Mikrotiterplatte statt und wurde mit Konzentrationen von 0,001mM bis
100mM durchgefiihrt. Bei jedem Moos gab es zu jedem Metall eine Kontrollgruppe. Die
Moose wurden zundchst in die verschiedenen Konzentrationen der Metalllésungen
eingelegt. Bis auf P. affine waren alle Moose sehr dicht beblattert, weshalb sich viele
Luftbldschen zwischen den Blattchen und den Stammchen sammelten. Durch die Luftblasen
trieben die Proben auf der Oberflache der Flissigkeiten. Um die Luftblaschen zu beseitigen
wurde die Mikrotiterplatte in einem Exsikkator behandelt. Dieser beseitigte durch das
erzeugte Vakuum viele der Luftblaschen in den Proben. Die Ubrigen Luftblaschen wurden mit
Seziernadeln durch Anheben der Blattchen und weitere Feinarbeit aus der Moospflanze
entfernt. Nachdem die Proben vollstandig von Flissigkeit bedeckt waren, kam die
Mikrotiterplatte mit einem feuchten Kiichenrolle in eine Keimschale. Nach circa 48 Stunden

wurden die Proben fiir die Plasmolyse vorbereitet, eingelegt und anschlielend ausgewertet.

5.3. Behandlung fiir die Plasmolysereaktion

Unter normalen Bedingungen kann die Pflanze Wasser aus der Umgebung aufnehmen. Das
ist moglich, weil die Vakuolenflissigkeit in der Zelle durch geléste Stoffe einen hoheren
osmotischen Wert hat, als das Wasser der Umwelt. Durch das Ansaugen von Fllssigkeit aus
der AuRenwelt in die Vakuole, driickt sich diese gegen die Zellwand und sorgt durch ihren
Turgordruck fir Stabilitdat. Hat die Umgebung aber ein héhere Konzentration an gel6sten
Stoffen als die Vakuole, verliert diese Wasser und schrumpft, wobei die Zellwand aber stabil
bleibt (Reiler et al. 2016). Nur lebende Zellen besitzen die Fahigkeit zur Plasmolyse
(Sassmann et al. 2010), denn tote Zellen haben eine zerstérte Biomembran und kdnnen
deshalb keine Plasmolysereaktion zeigen (Kutschera 2019). Um zu erkennen, ob und wie
stark die Metalllésung die verwendeten Moose angegriffen hatte, wurden die Proben fiir 30
Minuten in eine 0,8 molare Manitol-Losung eingelegt. Durch die Zuckerlésung

plasmolysierten die noch lebenden Zellen in den Pflanzen.
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5.4. Auswertung

Die Auswertung der Zellen fand unter dem Mikroskop Olympus BX41 statt. Dieses besitzt
Okulare mit einer zehnfach VergroRerung. Die Objektive besaRen Malistabszahlen und
nummerischen Aperturen von 4x/0.10, 10x/0.25, 20x/0.40, 40x/0.65, 40x/1.00 und
100x/1.25. Die letzten zwei waren Olimmersionsobjektive. Das Mikroskop war tiber eine
Kamera mit dem PC verbunden, um Fotos machen zu konnen. Um die Zellviabilitat zu
beurteilen, wurde die Fahigkeit zur Plasmolyse Uberprift. Zusatzlich wurde der Zustand der
Zellen und der Zellorganellen im Allgemeinen uberprift. Dabei konnten insbesondere

Schadigungen an den Chloroplasten gut beobachtet werden.
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6. Ergebnisse

6.1. Cadmium
CdSO4
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P. drummondii  P.schreberi M.elongata P.patens P. affine

Am tolerantesten gegen Cadmiumsulfat waren in der Auswertung das Kupfermoos M.
elongata und das Biomonitoringmoos P. schreberi. Die Moose P. patens und P. affine, welche
nicht als Schwermetallmoose gelten, vertrugen, wie P. drummondii, das fiir Biomonitoring

verwendet wird, deutlich weniger Cadmiumsulfat.
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6.2. Nickel
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P. drummondii  P.schreberi M.elongata P.patens P. affine

Von den getesteten Schwermetallldsungen war Nickelsulfat das Schwermetall mit der
geringsten Toxizitat flr die getesteten Moose. Besonders die Moose P. drummondii und M.

elongata, tolerierten hohe Konzentrationen von Nickelsulfat.

6.3. Kupfer
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P. drummondii  P.schreberi M.elongata P.patens P. affine

Kupfersulfat wirkte fiir fast alle getesteten Moose bereits in sehr geringen Mengen toxisch,
obwohl Kupfer zu den essentiellen Schwermetallen gehort. Auch die Moose P. drummondi

und M. elongata, welche auf kupferhaltigen Béden wachsen, vertrugen nur wenig von der
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Kupferlosung. AusschlieRlich das Biomonitoringmoos P. schreberi Giberlebte deutlich héhere

Konzentrationen an Kupfersulfat.

6.4. Pohlia drummondii

Die Pflanze wuchs in Polstern in Petrischalen. Die tiefer liegenden Blatter, welche von hoher
wichsigen Uberdeckt waren, hatten wenig bis keine Chloroplasten. Diese Blatter wurden bei
der Auswertung nicht beachtet, denn ohne Chloroplasten ist die Vitalitdt durch Beobachtung

von Plasmolyse schwer erkennbar.

Cadmiumsulfat war bereits in geringen Dosen toxisch und flhrte bereits bei der
Konzentration von 0,01 mM teilweise zu einer Verformung und brdunlichen Verfarbung der
Chloroplasten. Bei hoheren Konzentrationen von Cadmiumsulfat verloren die Chloroplasten
ihre Form noch starker, wurden asymmetrisch und verloren ihre Farbe komplett. Auch die

Plasmolyse trat nach einer Konzentration von 0,1 mM nur noch vereinzelt auf (Abb. 3).

Nickelsulfat war fir P. drummondii erst ab einer Konzentration von 100 mM toxisch. Auch
bei dieser hohen Konzentration behielten die Chloroplasten in circa der Halfte der Blatter
ihre Form und die Zellen waren zur Plasmolyse fahig (Abb. 7.). In der anderen Halfte fihrte
das Schwermetall zur Verdanderung der Chloroplasten und es kam nur noch in vereinzelten
Zellen zu Plasmolyse (Abb. 6). Alle niedrigeren Konzentrationen fiihrten zu keinen unter dem
Mikroskop sichtbaren Veranderungen der Pflanze. In den Vorversuchen kam es zu einem
Bruch in der Spitze des Mooses in der 100 mM Losung. Bei dieser Pflanze konnte die
Schwermetalllésung ungehindert in das Stammchen eindringen, welches sich dadurch rot

verfarbte (Abb. 8.).

Obwohl P. drummondi ein Moos ist, welches auf Kupferstandorten gut wachst (Antreich et
al. 2016), war es in den Toleranztests dennoch anfillig gegenliber Kupfersulfat. Dabei
farbten sich vor allem die Zellwdande rotlichbraun. Verfarbungen traten verstarkt an der
Blattbasis und am Stammchen an der Blattbasis auf. Ab einer Konzentration von 0,001 mM
verformten sich Chloroplasten und verloren ihre Farbe und es kam nicht in allen Zellen zur
Plasmolyse. Bei 1 mM verloren die Blatter vollkommen ihre Farbe und die Zellwande farbten

sich rotlichbraun (Abb. 9.).
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Abb. 4. Kontrollprobe von P. drummondii

o

Abb.5. P. drummondiiin 0,1 mM CdSO,

Abb.8. P. drummondiiin 100 mM NiSO,

Abb.9. P. drummondiiin 1 mM CuSO,
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6.5. Pleurozium schreberi

Pleurozium schreberi hat besonders schmale und langgezogene Zellen und die Plasmolyse
war deutlich schlechter zu sehen, als bei den anderen Moosen. Auch dauerte es 15 Minuten

langer bis die Plasmolyse sichtbar war, als bei den anderen Moosen.

Bei Cadmiumsulfat reagierte die Pflanze erst ab einer Konzentration von 1 mM auf die
Schwermetalllésung. Teilweise verformten sich die Chloroplasten und verloren auch an
Farbe. Die Zellen waren jedoch trotzdem zur Plasmolyse fahig. Bei einer Konzentration von
10mM war weiterhin der GroRteil der Zellen intakt. Ab 100 mM kam es nur noch vereinzelt

zur Plasmolyse und die Chloroplasten verloren ihre Form und Farbe (Abb. 11.).

Nickelsulfat wirkte sich bereits in geringeren Konzentrationen auf die Zellen aus. Es kam
bereits bei einer Konzentration von 0,1 mM zu Verformung der Chloroplasten und in den
hoheren Konzentrationen kam es auch zu keiner Plasmolyse mehr (Abb. 13.). Bei der

Konzentration von 100 mM verfarbten sich zusatzlich die Zellwdnde rotbraunlich.

Bei Kupfersulfat kam es erst ab einer Konzentration von 1mM zu einer sichtbaren
Beeinflussung der Zellen, denn die Chloroplasten verloren an manchen Stellen ihre Farbe. Ab
einer Konzentration von 10 mM kam es in der Pflanze zu keiner Plasmolyse mehr und der

Grol3teil der Chloroplasten verlor ihre Farbe.
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Abb.10. P. schreberi in 0,01 mM CdSO, Abb.11. P. schreberi in 100 mM CdSO,
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Abb.14. P. schreberiin 0,01 mM CuSO,
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6.6. Mielichoferia elongata

Die Moosart Uberlebte die hochste Cadmiumsulfat Konzentration von den getesteten
Moosen. An den Spitzen mancher Blatter waren Schaden durch die Schwermetalllosung an
der Pflanze zu sehen. Dort fehlten ab einer Konzentration von 10 mM die Chloroplasten und
es kam zu keiner Plasmolyse (Abb. 15.). Bei der hochsten Konzentration kam es jedoch im
GrofRteil der Zellen zur Plasmolyse und auch die Chloroplasten blieben in den Zellen in Form

(Abb. 16.).

Die Pflanze zeigte sich auch sehr tolerant gegeniiber Nickelsulfat. Erst ab einer Konzentration
von 10 mM waren die Chloroplasten in wenigen Zellen verformt (Abb. 17.). Auch bei der

hochsten Konzentration war der GroRteil der Zellen nicht sichtbar beschadigt (Abb. 18.).

Wie P. drummondi ist M. elongata ein Moos, welches auch auf Boden mit hohem
Kupferanteil wachst. Trotzdem waren auch geringe Dosen von Kupfersulfat fiir die Pflanze
toxisch. Bei einer Konzentration von 0,1 mM kam es bereits in manchen Zellen zu
Verfarbungen der Zellwand. Auch die Chloroplasten verloren bei dieser geringen
Konzentration schon ihre Farbe und Form (Abb. 19.). Die Zellen waren bei dieser
Konzentration auch nicht mehr zur Plasmolyse fahig. Ab einer Konzentration von 1 mM
fehlten in vielen Zellen die Zellorganellen. Dies war besonders in den Blattspitzen zu sehen

(Abb. 20.).
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Abb.15. M. elongata in 10 mM CdSO, Abb.16. M. elongata in 100 mM CdSO,

Abb.17. M. elongata in 10 mM NiSO, Abb.18. M. elongata in 100 mM NiSO,

Abb.19. M. elongata in 0,1 mM CuSO,
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6.7. Physcomitrella patens

Physcomitrella patens war besonders empfindlich gegenilber allen Schwermetalllésungen.
Die Pflanze hat grolRe Zellen und plasmolysierte stark und schnell. Teilweise konnten die

Zellen auch noch plasmolysieren, wenn die Chloroplasten schon sehr unférmig aussahen.

In der Cadmiumsulfat Losung zeigte sich bereits bei 0,01 mM eine Veranderung an den
Chloroplasten. In den Zellen hauften sich oft die verformten Chloroplasten zu einem
Konglomerat. Die meisten Zellen waren bei einer 0,01 mM Losung nicht mehr zu Plasmolyse

fahig (Abb. 22.).

Nickelsulfat wirkte sich auch dhnlich toxisch fiir P. patens aus. Bei einer Konzentration von
0,1 mM kam es in vielen Zellen zu keiner Plasmolyse. Bei den hoheren Konzentrationen
verformten sich auch zusatzlich die Chloroplasten und es kam in keinen Zellen mehr zur

Plasmolyse (Abb. 24.).

Kupfersulaft wirkte sich auf P. patens ebenfalls sehr toxisch aus. Bei der 0,01 mM Ldsung
begannen sich die Zellwdande zu verfarben und teilweise waren die Chloroplasten zerstort
(Abb. 25.). In den hoheren Konzentrationen fand keine Plasmolyse mehr statt und die

Chloroplasten verloren ihre Form und Farbe vollkommen (Abb. 26.).
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Abb.21. P. patens Kontrollgruppe Abb.22. P. patens in 0,1 mM CdSO,

Abb.23. P. patens in 10 mM CdSO, Abb.24. P. patens in 1 mM NiSO,

Abb.25. P. patens in 0,01 mM CuSO,




6.8. Plagiomnium affine

Plagiomnium affine war gegen alle drei Metallldsungen nicht sehr tolerant. Bei
Cadmiumsulfat plasmolysierten die Zellen zwar auch in der héchsten Konzentration, doch
verloren die Chloroplasten auch schon bei einer Konzentration von 0,01 mM ihre Form und

wurden kugelig (Abb. 28.).

Bei Nickelsulfat kam es ab einer Konzentration von 1 mM bei der Mehrheit der Zellen zu
einer Verformung der Chloroplasten. Bei einer Konzentration von 10 mM kam es zu einer
Verfarbung an den Zellwdnden am Blattansatz (Abb. 30.). Die Verfarbungen fiihrten nicht
automatisch zu einer Verformung der restlichen Chloroplasten, jedoch war der Grof3teil der
Chloroplasten kugelig und teilweise fehlten in den Zellen die Chloroplasten bei dieser

Konzentration (Abb. 31.).

Kupfersulfat flihrt bereits ab einer Konzentration von 0,001 mM zu einer Veranderung der
Chloroplasten. Diese verloren ihre Form und Farbe. In den héheren Konzentrationen fand
nur noch in wenigen Zellen Plasmolyse statt und die Zellwdande verfarbten sich rotbraunlich

(Abb. 32.).
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Abb.27.P. afine Kontrollgruppe Abb.28. P. affine in 0,01 mM CdSO,

' Abb.30. P. affine in 10 mM NiSO,

~ Abb.31. P. affine in 10 mM NiSO, ' Abb.32. P. affine in 0,01 mM CuSO,




6.9. Isolierung der Rhizoide
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Die Moose Pohlia drummondii, Mielichoferia elongata und Physcomitrella patens wurden
auch mit isolierten Rhizoid mit den Schwermetalllésungen behandelt. Bei M. elongata war
dadurch die Kupfertoleranz leicht erhéht, aber die Cadmiumtoleranz verringerte sich etwas.
Bei P. patens senkte die Isolation des Rhizoides die Toleranz gegeniber Kupfer leicht. Bei P.

drummondi blieben die Ergebnisse bei allen Metallen gleich.
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7. Diskussion

7.1. Schwermetallbindung an der Zellwand

Bei allen behandelten Moosen kam es zumindest bei einem der Schwermetalle zur
Verfarbung der Zellen der Moospflanze, insbesondere der Zellwand. Bereits bei anderen
Untersuchungen kam es bei Cadmiumlosungen (Leinweber et al. 2009; Fatoba und Udoh
2008), Nickellosungen (Motyka et al. 2014) und Kupfer (Fatoba und Udoh 2008) zu
Verfarbungen der Moosproben. Aber auch in anderen Schwermetalllésungen kann es zu
Verfarbungen der Pflanzenzellen kommen (Mersch und Reichard 1998). Fatoba und Udoh
(2008) wurde vor allem die Verfarbung an den Chloroplasten beobachtet. Dies konnte bei
den Moosen, welche fiir diese Arbeit benutzt worden sind, auch gesehen werden, aber
Verfarbungen der Zellwand waren oft deutlicher und friiher zu sehen. Das lasst sich
moglicherweise darauf zurlickfiihren, dass die Nahrstoffaufnahme von Moosen liber den
Kationenaustausch der Zellwande funktioniert. Dabei kénnen die lonen von allen Zellwanden
eines Blattes aufgenommen werden, da die Blatter von Moosen nur eine Zellschicht dick sind
(Zechmeister 1994). Die hohe Kationenaustauschkapazitdit beruht auf der hohen
Konzentration an nicht veresterten Pektinen, hauptsachlich Zuckersduren, in den
Zellwanden. Zuckersduren haben eine Carboxylgruppe (COOH), die an der &uBeren
Oberfliche der Zellwand hervorsteht. Diese Carboxylgruppe tauscht das H* gegen andere
Kationen in ihrer Umgebung aus. Wenn also Kationen wie K, Mg™ und Ca™ durch die
Bryophytenschicht gefiltert werden, werden diese lonen an diese Zellwandaustauschstellen
gebunden. Diese Austauschstellen sind also fir die Aufnahme von Nahrstoffen wesentlich
(Glime 2017). Von allen Landpflanzen besitzen Moose die hdchste Konzentration von
Zuckersauren in ihren Zellwanden (Popper und Fry 2003). Da Pflanzen eine begrenzte Anzahl
von Kationen-Austauschstellen haben, miissen lonen um diese Orte miteinander
konkurrieren. Wenn also ein Kation im UbermaR vorhanden ist, kann dies zu einem Mangel
anderer Kationen in der Zelle fihren, die keinen Zugang zu den Austauschstellen erhalten.
Nahrstoffe die an der Zellwand haften, stehen der Zelle nicht sofort zur Verfligung und

spiegeln auch nicht die Bediirfnisse der Zelle.

Wie auch bei hoheren Pflanzen spielt bei der Aufnahme von lonen auch der pH-Wert eine

Rolle. Denn bei einer hohen Anzahl an H* lonen kdnnen seltener andere Kationen an der
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Zelloberflache ansetzen, wodurch die Pflanze zu weniger Nahrstoffen kommt (Glime 2017).
Moose kdonnen durch ihre Kationenaustauschkapazitat viele Nahrstoffe an der Zellwand fir
langere Zeit binden und haben einen Wettbewerbsvorteil gegeniiber anderen Pflanzen.
Untersuchungen haben gezeigt, dass das Torfmoos Sphagnum sp. durch das Anreichern von
Nahrstoffen, andere Tracheophyten am Wachstum hindern kann (van Breemen 1995).
Obwohl dieses Kationenaustauschverfahren bei Bryophyten vorteilhaft fir die Gewinnung
von Nahrstoffen ist, kann es auch zu einer Anhdufung von toxischen Schwermetallen wie
Cadmium fiihren, da dem Moos eine ausreichende Selektivitat fiir die Bindung oder
Aufnahme dieser Nicht-Nahrstoffe fehlt (Glime 2017). Ein weiterer wichtiger Faktor ist, dass
verschiedene Elemente mit unterschiedlichen Affinitditen an die lonenaustauschstellen
binden (Vazquez et al. 1999). In einem Versuch wurden die Selektivitat von Sphagnum sp.
gegeniber verschiedenen Metallionen getestet. Dabei zeigte sich, dass das Moos bei
gleichen Metallkonzentrationen unterschiedlich stark bestimmte lonen bindet: Pb%" > Cd* >

Ca’*> Mg* > K" > Na* > NH," (Breuer und Melzer 1990).

Unabhdngig von der Art wird die Bindungsaffinitdit durch Konzentration, hydrierten
Atomradius sowie Wertigkeit bestimmt. Nachdem lonen die Oberflache der Zelle erreicht
haben, bendtigen sie Energie, um in die Zelle einzudringen. Bei Bryophyten geschieht das,
wie bei den Wurzeln von Tracheophyten, Ulber eine Protonenpumpe und wie bei
Tracheophyten verwenden sie ATP, um H " lonen aus den Zellen zu pumpen (Glime 2017).
Aus dem extrazellularen Raum gelangen die Metalle Uber verschiedene Transportwege in
das Cytoplasma. Primar Uber Symports oder aktive Uniports und sekundar Uber aktive
Symports. Die Metalle kdnnen auch zuriick in den Zellzwischenraum gelangen, nachdem sie
von anderen Elementen mit einer hoheren Affinitat ausgetauscht wurden (Fernandez et al.
2013). Sobald sich die Nahrstoffe in der Zelle befinden, werden sie in Losung gehalten oder
sie binden an Aminosauren und Proteine. Wenn diese Bindungselemente die Nahrstoffe aus
der Losung nehmen, beeinflussen sie den Konzentrationsgradienten zwischen dem
Intrazellularraum und Interzelluldrraum. Dies fiihrt dazu, dass weitere Nahrstoffe die
Membran durchqueren koénnen und in die Zelle gelangen. Andere Nahrstoffe sind an
intrazellulare Bindungsstellen gebunden, was wiederum die Aufnahmerate verandert (Glime

2017).
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Generell lassen unterschiedliche Akkumulationslevel auf metallspezifische
Transportmechanismen schlieBen, die durch spezifische Transportproteine bestimmt
werden. In einer Untersuchung von Basile et al. (2012) wurde gezeigt, dass bei dem Moos
Scorpiurum circinatum, welches mit Schwermetalllésungen (Cd, Cu, Pb und Zn) behandelt
wurde, bei Kupfer und Zink eine Sattigung auftrat und die intrazelluldare Konzentration nicht
Uber einen gewissen Wert stieg. Hingegen stieg die intrazellulare Konzentration von
Cadmium und Blei weiter an. Dies wird auf unterschiedliche Membrantransportproteine
zuriickgefihrt. Transportproteine fiir essentielle Nahrstoffe wie Kupfer und Zink sind
spezifisch und werden reguliert, hingegen gibt es fiir die Schwermetalle Cadmium und Blei,
welche schon in geringen Dosen toxisch sind, keine Regulierung. Schwermetalle, welche
nicht aufgenommen werden, werden an der Zellwand immobilisiert, welches einer der
Hauptmechanismen der Detoxifizierung von Schwermetallen ist (Basile et al. 2012). Dies
wirde die unterschiedlich starke Farbung der Zellwand in den verschiedenen Metalllésungen
erkldren, da sich die Moosproben vor allem in der Nickelsulfat- und Kupfersulfatlosung

farbten; Nickel und Kupfer sind fiir Pflanzen essentiell.

7.2. Auswirkungen der Schwermetalle in den Zellen

Bei allen getesteten Schwermetalllésungen kam es ab bestimmten Konzentrationen zu
Verdanderungen der Zellorganellen, insbesondere der Chloroplasten. Diese Verdnderungen
traten bei Kupfer- und Cadmiumsulfat teilweise schon bei Konzentrationen von 0,01mM auf.
Meist nahmen die Chloroplasten eine geschwollene, kugelige Form an und verloren bei
hoheren Konzentrationen auch diese kugelige Form und wurden unférmig geschwollen. Die
Chloroplasten verloren ebenfalls ihre Farbe und waren entweder nur noch blass griin, oder
verloren die Farbe komplett. Auch die Plasmolysefahigkeit der Zellen ging ab bestimmten
Konzentrationen verloren.

Diese Effekte lassen sich auf die mannigfaltige Toxizitat von Schwermetallen zurlickfiihren.
Schwermetalle kénnen ein weites Spektrum an toxischen Effekten in Pflanzenzellen
verursachen, wie zum Beispiel eine Stérung der Photosynthese, Zellatmung,
Membranstruktur und Proteinsynthese, was zu einer Verringerung des Proteingehalts flihrt.
Weiters konnen sie zu Wachstumseinschrankungen, zum lonenverlust und zum Sinken der

Chlorophyllkonzentration fiihren. Viele Schaden passieren durch die Affinitdit von
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Schwermetall zu Sulfhydrylgruppen. Diese fiihrt zu Verdnderung von Enzymen durch
Inhibierung des aktiven Zentrums und/oder zur Konformationsianderung von
Makromolekilen. So wird zum Beispiel Magnesium im Porphyrin-Ring des Chlorophylls
durch ein Schwermetall ersetzt. Schwermetalle fordern zusatzlich die Produktion von
verschiedenen reaktiven Sauerstoffen (ROS) (Santos et al. 2014; Shakya et al. 2008; Esposito
et al. 2012). Zu diesen ROS gehoéren Superoxidradikale (O, ), Wasserstoffperoxid (H,0,),
Hydroxyl-Radikale (OH’) und Singulett-Sauerstoff ('0,). Singulett-Sauerstoff hat eine
Halbwertszeit von weniger als einer Sekunde, bevor es zu Wasserstoffperoxid wird. Diese
Protonation produziert stark toxische Hydroperoxylradikale. Diese sind stark oxydativ und
wandeln Fettsdauren in toxische Lipidperoxide um, welche die biologische Membran
zerstoren und zu weiteren Peroxidationen von Lipiden flihren. Sowohl Wasserstoffperoxide,
als auch Superoxidradikale, kénnen in Gegenwart von Metallionen Hydroxyl-Radikale
erzeugen. Diese sind die toxischste Form von allen ROS. Sie konnen in der Zelle zum Entarten
von biologischen Membranen fiihren. Um sich gegen ROS zu schiitzen, haben Pflanzen
komplexe enzymatische und nichtenzymatische Verteidigungssysteme entwickelt, welche
die ROS beseitigen (Choudhury und Panda 2005). Dieser oxydative Stress entsteht bei allen
drei verwendeten Schwermetallen (Sigel 2007; Ares et al. 2018). Diese und andere
Schwermetalle fihren zu der bereits erwdhnten Lipidperoxidation, Akkumulation von
Malondialdehyd, einem Abbauprodukt von ungesattigten Fettsdauren, und einer
voranschreitenden Zerstorung der Zellmembran (Stankovi¢ et al. 2018; Ebermann und
Elmadfa 2011). In einer Untersuchung von Wu et al. (2009) wurde Plagiomnium cuspidatum,
ein Moos aus der gleichen Gattung wie P. affine, welches in diesem Versuch verwendet
wurde, mit einer Kupferldosung behandelt, um die Menge an Wasserstoffperoxid zu messen.
Dabei wurde Wasserstoffperoxid vor allem in den Zellwdanden und der Plasmamembran
lokalisiert (Wu et al. 2009). Ein Schaden an der Plasmamembran flihrt dazu, dass die Zellen
noch mehr Schwermetalle akkumulieren, denn wegen des Bruches der Zellmembranen
kdnnen Schwermetalle auch innerhalb der Zellwand an Kationenaustauschstellen binden
(Ares et al. 2018). Die Versuche fiir diese Arbeit stitzen die oben beschriebenen
Erkenntnisse, dass die Aufnahme von Schwermetallen die Zellmembranen bei Bryophyten
beeintrachtigt. Bei den Plasmolysereaktionen zeigte sich deutlich, dass mit steigenden

Schwermetallkonzentrationen die Fahigkeit der Zelle zu plasmolysieren gestort wird.
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Der Schaden durch ROS an der Zellmembran beschrankt sich dabei aber nicht nur auf die
Membran, welche die Zelle umgibt sondern betrifft auch Membranen um Zellorganellen wie
Chloroplasten. Verdanderungen der Chloroplastenform und Anordnung der Thylakoide sind
bekannte Phianomene bei Bryophyten in Verbindung mit giftigen Substanzen. Bei einer
Untersuchung von Basile et al. (2012) wurde das Moos Scorpiurum circinatum verschiedenen
Schwermetalllosungen ausgesetzt. Bei Cadmium und Blei kam es zu Veranderung der
Chloroplasten und zur einer veranderten Anordnung der Thylakoide. Bei den Versuchen
wurde auch mit Kupfer gearbeitet, dabei kam es jedoch zu keinen Veranderungen der
Zellorganellen (Basile et al. 2012). In einer Untersuchung von Eposito et al. wurde das
aquatische Moos Leptodictyum riparium mit Cadmium, Kupfer, Nickel und Blei behandelt.
Auch in dieser Studie kam es unter Cadmiumstress zur Veranderung der Chloroplasten. Diese
waren geschwollen und irregular aufgewdlbt. Auch unter Kupferstress waren die
Chloroplasten gewdlbt (Esposito et al. 2012). In den Versuchen fiir diese Diplomarbeit
konnten beschriebene Effekte an den Chloroplasten bei allen verwendeten Metalllésungen
beobachtet werden.

Schwermetalle schaden dabei aber nicht nur der Membran der Chloroplasten. In
verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass unter Cadmium, Kupfer und anderen
Schwermetallen die Synthese von Chlorophyll a und b und akzessorischen Pigmenten gestort
wird. In einer Untersuchung von Shakya et al. (2008) wurde beobachtet, dass bei
verschiedenen Moosen unter Kupferstress weniger Chlorophyll synthetisiert wird. Dies lasst
sich auf die Inhibition, welche Kupfer auf Enzyme hat, die Chlorophyll produzieren,
zurlickfiihren. Dabei wurde die Chlorophyll-a Synthese starker gestort als die Chlorophyll-b
Synthese. Durch die von Schwermetallen verursachte Oxydation von Methylgruppen am
zweiten Ring von Chlorophyll a zu einem Aldehyde, wird Chlorophyll a zu Chlorophyll b. Die
generelle Reduzierung von Chlorophyll und das veranderte Verhaltnis zwischen Chlorophyll a
und b, stieg mit der Kupferakkumulierung in den Proben. In der Studie wurde auch der
Einfluss von Zink und Blei gemessen, jedoch verursachte Kupferstress den groBten
Chlorophyliriickgang (Shakya et al. 2008). Cadmium beeinflusst ebenfalls die Effektivitdt des
Photosystems |l (Rother et al. 2006). Diese beschriebenen Einflisse auf die
Chlorophyllsynthese, konnten auch in den Versuchen fiir diese Arbeit fir die

Farbveranderungen, beziehungsweise die Entfarbung, der Chloroplasten verantwortlich sein.
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7.3. Isolierung des Rhizoids

Im Grofteil der Literatur wird das Rhizoid bei Bryophyten nicht mit der Nahrstoffaufnahme
in Verbindung gesetzt. Sein einzig beschriebener Zweck ist die Verankerung der Pflanze im
Boden. Rhizoide dringen auch nicht tief in den Boden ein, wie die feinen Wurzeln der
Tracheophyten um dort Nahrstoffe aufzunehmen. Man geht davon aus, dass Nahrstoffe und
Wasser nur liber die Oberflaiche aufgenommen werden, weshalb die Rolle der Rhizoide bei
der Schwermetallakkumulation fraglich ist (Sassmann et al. 2015b; Glime 2017; Sabovljevi¢
et al. 2018). In den Versuchen dieser Arbeiten fuhrte die Isolation der Rhizoide zu keinen
signifikanten Anderungen der Toleranz. Bei drei Proben kam es zu leichten Unterschieden,
jedoch sowohl zu héherer als auch zu niedrigerer Toleranz. In einer Studie von Ares et al.
(2018) wurde beschrieben, dass tote und lebende Zellen von Rhizoiden Metalle
akkumulieren. Bei den Untersuchungen wurde beobachtet, dass Blei im Rhizoid und in der
Epidermis starker akkumuliert wird als in hoéher gelegenen Bereichen, in welchem die
Photosynthese stattfindet. Diese Anlagerung in den unteren Bereichen konnte fiir die
Toleranz der Pflanze gegeniber Blei von Vorteil sein (Ares et al. 2018). Auch in einer Studie
von Pradhan et al. (2017) wurde bei Versuchen mit P. patens festgestellt, dass Quecksilber in
den Rhizoiden deutlich stdrker akkumuliert als in den Blattchen (Pradhan et al. 2017). Nach
diesen Studien spielen die Rhizoide zumindest bei der Akkumulierung eine Rolle und kénnen
helfen, andere Pflanzenteile vor Schwermetallen zu schiitzen. Denn auch manche Moose
sind zum Teil fahig Nahrstoffe lGber Hydroide und Leptoide in der Pflanze zu verteilen
(Gibson und Gibson 2007; Baltisberger 2009) In den Hydroiden kénnen auch gel6ste lonen
durch die Pflanze transportiert werden. P. patens, P. drummondii und M. elongata besitzen
alle solche Hydroiden (Mauseth 2009; Goruynov et al. 2018; Demko et al. 2016). Bei P.
drummondii war das in den Vorversuchen gut zu erkennen, denn ein gebrochenes
Stammchen ermdglichte den Eintritt von Nikelsulfat in die Pflanze. Die Schwermetallldsung
farbte die Zellwande rot und wurde tiefer in das Stammchen hineingezogen. Ein Transport
der Schwermetalle in die Rhizoide ware deshalb bei allen drei getesteten Moosen moglich
und konnte dabei helfen die Photosynthese treibenden Blattchen zu entlasten. Dies kénnte
erklaren wieso bei M. elongata und P. patens die nicht isolierten Pflanzen etwas toleranter
waren, als die isolierten Proben. In den Versuchsreihen dieser Diplomarbeit wurden
moglicherweise durch das heiRe Wachs, welches genutzt wurde um die Rhizoide zu isolieren,

die Zellen in den Rhizoiden und im Stammchen getotet. Moglicherweise wurde deshalb der
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Transport zu den Rhizoiden verhindert und es kam es dort zu geringerer Akkumulierung und

daher zu einer starkeren Anreicherung in der restlichen Pflanze.

7.4. Schutzmechanismen

Trotz der zum Teil sehr hohen Konzentrationen der verschiedenen Schwermetalllésungen,
waren einige Moose sehr tolerant gegeniiber Metallen. Wie in anderen Studien kam es auch
in dieser zu groBen Toleranzunterschieden zwischen den Moosarten. Besonders tolerant
zeigte sich bei den Versuchen P. schreberi, aber auch die Moose P. drummondii und P.
patens wiesen gegen bestimmte Schwermetalle eine hohe Toleranz auf. Die Toleranz der
Moose war dabei immer sehr von den unterschiedlichen Schwermetallen abhangig, jedoch
zeigte sich, dass Nickelsulfat im Allgemeinen die geringste Toxizitdt aufwies. Die toxischen
Wirkungen von Schwermetallen in Bryophyten finden vorwiegend intrazellular statt,
wahrend die Metalle aulRerhalb der Zellen keine unmittelbaren Auswirkungen auf den
Stoffwechsel der Zelle haben. Strategien von Bryophyten sind sowohl die Vermeidung, als
auch die Toleranz dieses abiotischen Stresses. Vermeidung schlief3t alle Prozesse ein, die den
Eintritt von Schwermetalle in den Protoplasten verhindern. Dabei spielt die Zellwand eine
entscheidende Rolle. Uber sie findet die Retention (Zuriickhaltung von Stoffen) statt und die
Kationenaustauschkapazitdit wird modifiziert, wodurch der Metalltransport in die
Plasmamembran verandert wird und Schwermetalle ausgeschlossen werden kdénnen
(Stankovi¢ et al. 2018). Die chemische Zusammensetzung der Zellwand kann zwischen
verschiedenen Arten innerhalb einer Moosgruppe erheblich variieren. Dies kann ein Grund
fir die unterschiedliche Empfindlichkeit der verschiedenen Moosarten gegeniber

bestimmten Schwermetallen sein (Shakya et al. 2008).

Im Gegensatz zu den Vermeidungsmechanismen, beruht die Toleranz gegeniiber
Metallstress auf der Neutralisierung der Metalle und ihrer toxischen Effekte, sowie der
Translokation dieser Metalle aus dem Zytoplasma in Zellkompartimente, wie die Vakuole.

Die Chelatierung von Schwermetallen ist eine Moglichkeit der Homoostase von
Schwermetallen. In dem Prozess der intrazelluldren Chelatierung von Schwermetallen in
Pflanzenzellen spielen Thiole mit einem niedrigen Molekulargewicht, wie Glutathion (GSH)
und Cystein, eine entscheidende Rolle (Stankovi¢ et al. 2018). GSH ist eine wichtige

Transport- und Lagerform von reduziertem Schwefel und kann direkt bei der Bindung von
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Schwermetallen involviert sein oder indirekt als Substrat zur Synthese der Phytochelatine,
die eine besonders hohe Affinitat gegeniber einigen Schwermetallen aufweisen. Die
gebildeten Komplexe zwischen den Schwermetallionen und Phytochelatinen kénnen dann in
die Vakuole transportiert werden, wodurch die Konzentration von freien Metallen im
Zytoplasma abnimmt und die Pflanze vor der schadlichen Wirkung bewahrt wird (Yadav
2010). In einem Versuch von Carginale et al. (2004) konnte nachweisen, dass sich Cadmium
im Moos Lunularia cruciata, vor allem in der Vakuole ansammelt. Dabei wurde auch
festgestellt, dass das meiste intrazellulare Cadmium an Thiol-reiche Komponenten gebunden
wurde, welche ein dhnliches Molekulargewicht wie Phytochelatine hatten. Dies lasst darauf
schlieBen, dass Phytochelatine wie bei anderen Pflanzen die Hauptmechanismen zur
Schwermetallbindung sind (Carginale et al. 2004). Phytochelatine scheinen jedoch keine
Rolle bei der Nickelresistenz zu spielen, denn diese haben eine eher geringe Affinitat
gegenilber Nickel (Sigel 2007). Ein weiteres Protein, welches bei Pflanzen bei abiotischem
Stress die Toleranz erhoht, ist das Protein Hsp70. Dieses sorgt dafiir, dass Proteine richtig
gefaltet werden. In Studien, wird gezeigt, dass Moose, welche hohen Konzentrationen von
Schwermetallen ausgesetzt sind, viel Hsp70 synthetisieren. Es ist jedoch noch nicht klar, wie

stark die Toleranz durch dieses Enzym erhoht wird (Basile et al. 2013; Esposito et al. 2012).

Neben der Abwehr und der Neutralisierung von Schwermetallen sind auch antioxyidative
Mechanismen zur Bekampfung von ROS ein wichtiger Bestandteil der Schwermetalltoleranz.
Diese Mechanismen umfassen zahlreiche Enzyme und niedrigmolekulare Substanzen.
Superoxiddismutase ist eines der wichtigsten Enzyme, die Pflanzen vor oxydativen Stress
schiitzen. Sie kann Superoxide in weniger schadliches Wasserstoffperoxid umwandeln.
Wasserstoffperoxid kann dann liber Peroxidase, Katalase oder Ascorbat-Peroxidase entfernt
werden. Zusatzlich kdnnen niedermolekulare Substanzen wie Ascorbinsaure, Glutathion,
Nicht-Protein Thiol, Cystein, Prolin und andere niedermolekulare Substanzen direkt

miteinander interagieren um ROS zu entgiften (Stankovi¢ et al. 2018).
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8. Resumee

Ziel der Arbeit war es zu untersuchen wie sich die Metallldsungen Cadmiumsulfat,
Nikelsulfat und Kupfersulfat auf die Moose Mielichhoferia elongata, Plagiomnium affine,
Pohila drummondii, Pleurozium schreberi und Physcomitrella patens auswirken und welche

Rolle das Rhizoid bei der Aufnahme von Schwermetallen spielt.

Die Moose reagierten auf die verschiedenen Schwermetallldsungen sehr unterschiedlich und
es konnten eindeutige Unterschiede in der Toxizitat der verschiedenen Metalllésungen
nachgewiesen werden. Nickelsulfat war dabei am wenigsten schadlich fir die Pflanzen. P.
drummondii zeigte sich besonders tolerant gegeniiber Nickelsulfat, wahrend M. elongata
besonders tolerant gegeniiber Cadmiumsulfat und Nickelsulfat war. Die Schaden der
Schwermetalle zeigten sich vor allem in der nicht mehr funktionierenden Plasmolyse der

Zellen, aber auch in Verformung und Verfarbung der Chloroplasten.

In der Bearbeitung der zweiten Forschungsfrage stellte sich heraus, dass das Biomonitoring-
Moos P. schreberi besonders tolerant gegeniiber Kupfersulfat und Cadmiumsulfat war,
wahrend P. drummondi und M. elongata, welche auf kupferreichen Boden wachsen, nicht
besonders tolerant gegentber Kupfer waren. P. patens und P. dffine, welche
interessanterweise nicht zum Biomonitoring verwendet werden und auch keine

Indikatormoose sind, waren gegeniiber allen Metalllosungen sehr empfindlich.

Die Isolierung des Rhizoms fiihrte zu leichten Toleranzveranderungen bei M. elongata und P.

patens, wobei sich die Isolierung sowohl negativ als auch positiv auf die Toleranz auswirkte.

Zusammenfassend zeigten die Ergebnisse, dass Schwermetalle auf Bryophyten vielfaltige
und teils gravierende Auswirkungen haben kénnen, die jedoch zwischen den verschiedenen
Moosarten und Schwermetallen deutlich variieren und Moglichkeiten fir weitere Forschung

bieten.
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