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1 Zusammenfassung

Die beiden Moose Mielichhoferia elongata und Pohlia drummondii kommen in der
Natur auf schwermetallhaltigen Boden vor. Es ist auch bekannt, dass sie Schwermetalle
aufnehmen koénnen. Um die beiden Laubmoose ndher untersuchen zu kénnen, wurden
von ihnen sterile in vitro Kulturen angelegt. Dies sollte ermoglichen, die reine

Aufnahme von Kupfer und Eisen aus dem Substrat zu bestimmen.

Fiir eine optimale Kultivierung wurde aus 5 verschiedenen Nédhrmedien das modifizierte
Benecke-Medium ermittelt. Auf diesem wurden die Wachstumsgrenzen bei
Schwermetallstress mit Cu- und Fe-EDTA festgestellt. Bei P. drummondii lagen diese
fiir Kupfer zwischen 10 mM und 0,1 M und bei Eisen zwischen 1 mM und 10 mM.

M. elongata tiberlebte sogar eine Kupferkonzentration von 0,1 M. Die Grenze bei Eisen

war die gleiche wie bei P. drummondii.

Die Aufnahme der Schwermetalle wurde mithilfe des EDX-Systems im REM
untersucht. Die Aufnahme von Kupfer fiir beide Moose konnte ab einer Konzentration
von 1 mM nachgewiesen werden. Bei P. drummondii konnte eine maximale Aufnahme
bei 16 mM festgestellt werden. Hingegen war bei M. elongata bei den Konzentrationen
zwischen 1 mM und 0,1 M eine gleich hohe Aufnahme auszumachen.

Eine Eisenaufnahme war bei beiden Moosen nicht nachweisbar, nur bei 1 mM zeigte

M. elongata eine deutliche Aufnahme.

Die Auswirkungen des Kupferstresses auf das Wachstum der Protonemata von
M. elongata und P. drummondii wurde durch den Vergleich der Zelllingen untersucht.
Das Protonema von M. elongata zeigte bei Chloronema und Caulonema eine Zunahme
der Zelllingen, wenn diese in einem Medium mit 10 mM Cu-EDTA kultiviert wurden.

Hingegen zeigte bei P. drummondii nur das Chloronema eine Zunahme der Zellldngen.






2 Abstract

In nature the two mosses Mielichhoferia elongata and Pohlia drummondii grow on
heavy metal substrate. Their capability of heavy metal uptake is also known. These two
mosses were taken into in vitro culture so they could be investigated under controlled
conditions. So the uptake of copper and iron from the substrate without contaminations

could be determined.

For optimal cultivation five different culture media were tested and the modified
Benecke-Medium was chosen. On this medium the growth-limits under heavy metal
stress were examined with Cu-EDTA and Fe-EDTA. The Limits for P. drummondii
were determined on copper between 10 mM and 0,1 M and on iron between 1 mM and
10 mM. M. elongata even survived at a concentration of 0,1 M copper. Its growth limits

on iron were the same as the ones for P. drummondii.

The uptake of the heavy metals was investigated with EDX-REM. For both mosses a
significant uptake of copper could be found at a concentration of 1 mM copper upwards.
P. drummondii showed a maximum at 16 mM. In contrast M. elongata had the same
uptake rates in the higher concentrations. The uptake of iron from the substrate could be
verified with one exception. M. elongata showed a significant higher amount of iron at

1 mM.

The influence of copper stress on the protonemal growth of M. elongata and
P. drummondii were measured by comparison of their cell-lengths. If grown in a media
with 10 mM copper the chloronema and caulonema cells of M. elongata both showed a
significant increase of their lengths. However, only the chloronema cells of

P. drummondii showed an increase but not the caulonema cells.






3 Einleitung

3.1 Schwermetalle

Schwermetalle sind natiirliche Elemente, welche in verschiedenen Konzentrationen
abhingig vom Untergrund in der ganzen Welt gefunden werden. Sie sind bestidndig und
konnen daher nicht aus der Umwelt entfernt werden. Dies kann zu Problem fiihren,
wenn ihre Verfiigbarkeit aufgrund hoher Grundgehalte oder anthropogener Einfliisse
erhoht ist. Durch menschliche Tétigkeiten sammeln sich Schwermetalle in Senken und
Mill. Von dort werden sie durch Luft, Wasser und Ablagerungen in die Umwelt
verfrachtet, wodurch die Schwermetallkonzentration in dieser ansteigt (Greger, 2004).

Nieboer and Richardson (1980) haben die Metalle in folgende 3 Klassen eingeteilt:

1. A-Metalle: Haben eine hohe Affinitit zu Sauerstoffgruppen in Makromolekiilen
(z.B. Carboxyl- und Alkoholgruppen). Dies sind die Elemente der 2.
Hauptgruppe (Erdalkalimetalle) und Mn.

2. B-Metalle: zeichnen sich durch eine hohe Affinitit zu Stickstoff und
Schwefelgruppen (Sulthydryl- und Aminogruppen) aus. Dies sind z.B. Ag, Cd
und Cu.

3. Ubergangs-Metalle: Fassen die iibrigen Metalle zusammen, welchen keine
eindeutige Zuordnung in die beiden anderen Klassen moglich ist (z.B. Fe, Zn

und Pb).

Neben den Hauptnihrstoffen wie C, H, O, N, P, S, K, Ca, und Mg brauchen Pflanzen
auch andere Element in geringen Mengen fiir ein gesundes Wachstum. Diese Elemente
werden essentielle Spurenelemente genannt. Zu diesen zdhlen B, Cl, Cu, Mn, Fe, Zn,
Mo. Einige Pflanzen brauchen auch noch Si, Co und Se.

Essentielle Spurenelemente konnen auf den Organismus in zweierlei Hinsicht negative
Wirkung haben: erstens bei Unterversorgung, was in Mangelerscheinungen wie
gemindertem Wachstum zu erkennen ist, und zweitens bei Uberangebot. Mit der
Zunahme des Angebotes geht eine Wachstumssteigerung einher, bis ein Plateau erreicht
wird, welches nicht {iberschritten werden kann. Steigt das Angebot weiter kommt es
schnell zu toxischen Effekten.

Hingegen zeigt sich bei den nicht essentiellen Spurenelementen keine Forderung des

Wachstums. Ab einer bestimmten Konzentration treten toxische Effekte auf. Sichtbare
;



Symptome der Metall-Toxizitdt sind am haufigsten die Verminderung des Wachstums,
Chlorosen sowie Nekrosen und gelbe Blitter. All diese Erscheinungen sind das Resultat
der Unterversorgung der Pflanze mit essentiellen Nahrstoffen (meist P und Ca),

hervorgerufen durch die Wirkung der Schwermetalle.

Um bei bestimmten Schwermetallkonzentrationen im Boden iiberleben zu konnen,
haben die Pflanzen verschiedene Strategien entwickelt. So beschreibt (Baker, 1981) die
Moglichkeit der Akkumulation sowie der Exklusion der vorliegenden Schwermetalle.
Foster (1977) berichtet z.B. von einem kupfertoleranten Stamm der Alge Chlorella
vulgaris, welcher das Cu im Medium nicht aufnahm und dadurch deutlich hohere

Konzentrationen (bis zu 1mg 1) ertragen konnte, also nach Baker ein Exkluder ist.

In Pflanzen zeigen Schwermetalle eine grole Bandbreite an Auswirkungen. Besonders
der photosynthetische Apparat weist eine sehr hohe Sensitivitit auf. Elemente wie Cd,
Cu, Hg, Pb und Zn koénnen die photosynthetischen Funktionen indirekt oder auch direkt
beeinflussen. So zeigt sich, dass Schwermetalle mit dem photosynthetischen Apparat

auf verschiedenen Ebenen der Organisation und Architektur reagieren:

e Akkumulation von Metallen in den Bléttern (Hauptorgan der Photosynthese)

e Aufteilung in Blattgeweben, wie Stomata, Mesophyll oder Gefa3-
Biindelscheiden

e Metall-Interaktionen mit cytosolischen Enzymen und organischen Stoffen

e Verdnderung der Funktion der Chloroplasten-Membran

e Aktivitdt auf supramolekularer Ebene, insbesondere PSII und PSI, Acyllipide
der Membranen und Carrier-Proteine in den Leitgeweben

e Interaktionen auf molekularer Ebene, besonders bei Enzymen des Calvinzyklus,

Xanthophyll Zyklus und Adenylate

In submersen aquatischen Pflanzen, welche in metallkontaminierten Gewissern leben,
konnte der Austausch des zentralen Mg-Atoms im Chlorophyll-Molekiil durch
Schwermetalle (Hg, Cd, Cu, Ni, Zn und Pb) in vivo als einer der schiadlichsten Effekte
ausgemacht werden. Dieser Austausch unterband das ,,Lichtsammeln® und fiihrte damit
in weiterer Folge zum Zusammenbruch der Photosynthese (Kiipper et al., 1996, 1998).
Die Stiarke der Schaddigung variiert in Abhdngigkeit von der Lichtintensitit. Bei
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niedriger Lichteinstrahlung sind alle Zentralatome des Chlorophylls fiir die
Schwermetalle angreifbar, die gebildeten Schwermetall-Chlorophyll-Komplexe sind
stabiler gegen Strahlung als Mg-Chlorophyll-Komplexe und daher sehen Pflanzen
immer noch griin aus, auch wenn diese schon tot sind. Hingegen zerfillt bei hohen
Strahlungen fast das gesamte Chlorophyll und ist bei diesen Bedingungen kaum

angreifbar fiir Schwermetalle (Kiipper et al., 1996 und Mysliwa-Kurdziel et al., 2004).

Auf molekularer Ebene kann die Toxizitdt von Metallen in groben Ziigen auf 5 Effekte

zurlickgefiihrt werden:

1. Ersetzen von essentiellen Metallionen in Biomolekiillen oder biologisch
funktionellen Einheiten

2. Blockieren von essentiellen funktionellen Gruppen der Biomolekiile (Enzyme,
Polynukleotide)

3. Modifizieren der aktiven Konformation der Biomolekiile

4. Storen der Integritéit von Biomolekiilen

5. Modifizieren anderer biologisch aktiver Stoffe

Diese Wirkungen beruhen auf der Eigenschaft der Metallionen eine starke Bindung mit

Sauerstoft-, Stickstoff- und Schwefel-Atomen einzugehen. (Borovik, 1990)

Nach Devi and Prasad (2004) kann die schiddliche Wirkung der Schwermetalle auf
Zellebene durch 2 Punkte erkldrt werden: erstens wird die Produktion von ROIs
(reactive oxygen intermediates) erhoht und zweitens wird die Entfernung dieser
verlangsamt. Zu den ROIs werden die Superoxid Radikale O,", Hydrogenperoxid H,O,,
Hydroxyl-Radikale HO" und singlet Oxygen 'O, gezihlt.

Schiaden, welche durch ROIs verursacht werden, sind vor allem in tierischen
Organismen gut untersucht. So kommt es durch die von Schwermetallen verursachten
ROIs zu Lipidperoxidation, DNA-Schiden, Abbau der Sulfhydryle und Verianderung
der Ca*’-Homiostase. In Pflanzen geht durch die photosynthetischen Prozesse, bei
welchen es zur Produktion von ROIs kommt, ebenfalls eine groBe Gefahr oxidativer

Schéiden aus.



Um ROIs unschédlich zu machen steht das Antioxidative System zur Verfiigung. Dieses
beinhaltet nicht-enzymatische und enzymatische Bestandteile. Erstere sind kleine
Molekiile, wie Tripeptid-Gluthation, Cystein, Hydroxyquinon, Ascorbat, Carotin
Pigmente und Alkaloide. Die enzymatischen Bestandteile sind Katalasen, Peroxidasen,
Ascorbat Peroxidase, Superoxid Dismutase und Glutathion Reduktase (Shaw et al.,

2004).

Die Superoxid Dismutase (SOD) ist eine der bekanntesten Vertreter und kann in allen
aeroben Organismen gefunden werden. Diese Enzymgruppe schiitzt Gewebe vor dem
schiddlichem FEinfluss freier Sauerstoffradikale. In belichteten Zellen sind die
Chloroplasten jene Organellen mit der hochsten Rate an Sauerstoff-Umsatz, die Bildung
von O, Radikalen und H,0O, eingeschlossen. Die CuZnSOD ist in Mitochondrien,
Glyoxysomen, sowie gemeinsam mit der FeSOD in den Chloroplasten zu finden. Bei
Kupferunterversorgung kommt es zu einer Abnahme der CuZnSOD-Aktivitdt und damit
verbunden zu typischen Schidden in Chloroplasten durch Sauerstoffradikale, wie
Schéadigung der Intergrana Lamellen und geschwollene Grana-Stapel (Marschner,

1995).

Neben den Mechanismen gegen den indirekt induzierten Stress gibt es auch Systeme,
welche die Schwermetalle in der Zelle abfangen und fiir die Pflanze unschidlich
machen. Fiir die Entgiftung der Schwermetalle werden in den Pflanzen Phytochelatine
genannt (Steffens, 1990). Grill et al. (1987) =zeigte eine Anregung der
Phytochelatinsynthese durch die Anwesenheit von Metallionen, jedoch keine
Produktion von Metallothioninen, welche in tierischen Organismen fiir die Entgiftung
zustindig sind. Untersuchte Pflanzen waren Agrostis tenuis, Silene cucubalus, Brassica
oleracea, Lycopersicon esculentum und Zea mays. Cobbett (2000) zeigte, das Cd die
Enzymaktivitit sowie die Genexpression der Phytochelatine positiv beeinflusst. Saradhi
and Saradhi (1991) zeigte bei den Pflanzen Cajanus cajan, Vigna mungo und Triticum
aestivum eine durch Schwermetall hervorgerufene Erhohung des Prolingehaltes, wobei

Cadmium die deutlichste Reaktion hervorrief.

Da viele der Metalle auch Mikrondhrstoffe fiir Pflanzen sind, miissen Mechanismen
vorhanden sein, welche es der Pflanze ermdglichen ihren Bedarf zu decken und

gleichzeitig verhindern, dass eine flir die Zelle toxische Konzentration aufgenommen
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wird. Williams et al. (2000) beschreiben 3 verschiedene Klassen von

Membrantransporter-Proteinen, welche dabei ein gro3e Rolle spielen:

1. Die Schwermetall (CPx-type) ATPasen,
2. Die natural resistance-associated macrophage protein (Nramp) Familie

3. Mitglieder der cation diffusion facilitator (CDF) Familie

In normalen Konzentrationen wird das freie Cu*" in pflanzlichen Zellen im Cytoplasma
an Kupferchaperone gebunden. Diese Chaperone besitzen eine terminale carbon-helix
Domaéne, welche zur Bindung an RAN1 (Responsive to Antagonistl) dient. So kann das
Kupfer in Vesikel oder post-Golgi gelangen. Von dort gelangt es moglicherweise zu

Athylen Rezeptoren (Himelblau and Amasino, 2000).

3.2 Spezielles zu Kupfer und Eisen

3.2.1 Eisen

Das Metall Eisen ist im Boden durchschnittlich in einer Konzentration 0,5 bis 5 %
vorhanden. In den Tropen, Laterite, oder in den Terra rossa Boden kann der Gehalt auch
auf 10 % ansteigen

Im Boden liegt Eisen in Form von Idslichen Ionen am hiufigsten als ein Chelat von
Fe(IIT) bzw. auch als Fe(II) Chelat vor. Eisen lésst sich dadurch charakterisieren, dass es
sehr leicht einen Oxidationszustand #ndern kann, Fe'" « Fe*’. Es formt hiufig
octohedrale Komplexe mit verschieden Liganden, wie zum Beispiel organische Séuren
oder inorgan. Phosphaten. Je nach Ligand variiert das Redoxpotential sehr weit, was
Eisen eine wichtige Rolle in biologischen Redoxsystemen einrdumt. Die hohe Affinitét
von Fe** oder Fe*" zu verschiedenen Liganden, wie den oben genannten, macht es sehr
unwahrscheinlich, dass die Eisenionen Fe’" und Fe*" eine wichtige Rolle im Kurz- und
Ferntransport spielen (Marschner, 1995).

Die Aufnahme des Eisens erfolgt entweder als Fe’* Chelat oder nach Abspaltung und
Oxidation als Fe®" iiber spezielle Ionen-Kanile ins Plasma. Mit Nutzpflanzen wurden
viele Untersuchungen zu den noétigen Gehalten fiir eine ausreichende Versorgung der
Pflanzen mit Eisen durchgefiihrt. Der Grenzwert einer Unterversorgung liegt demnach
in den Blittern bei 50 bis 150 mg Fe pro kg Trockengewicht. Bei schnellwachsenden

Meristemen, wie Spitzenmeristemen kann dieser Wert auf bis zu 200 mg ansteigen.
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Toxische Wirkungen kénnen ab einem Gehalt von 500 mg Fe pro kg Trockengewicht in

Blittern festgestellt werden. Allerdings ist dies auch von andern Nihrstoffen abhingig

3.2.2 Kupfer

Kupfer kommt im Boden normal nur in geringen Mengen von 5 - 50 ppm vor; in
Mineralboden 20 — 50 ppm. Hier liegt es hauptsdchlich als anorgan. Verbindung. In
humusreichen Bdden ist das Kupfer als Chelat vorhanden.

Kupfer hat gewisse Ahnlichkeiten mit Eisen, so die Bildung von sehr stabilen
Komplexen und dass es sehr leicht den Oxidationszustand dndert (Cu*" <> Cu"). Die
meisten Funktionen des Kupfers als Pflanzenndhrstoff liegen in der Teilnahme als
enzymatisch gebundenes Kupfer an Redox-Reaktionen. Mehr als 98-99% des Kupfers
liegen in der Bodenlosung, in den Wurzeln (Presssaft) und im Xylemsaft komplexiert
vor. Das liegt daran, dass Kupfer eine hohe Affinitit zu Peptiden und Sulthydryl
Gruppen, und daher insbesondere zu Cystein reichen Proteinen, sowie zu carboxyl und
phenolischen Gruppen aufweist (Marschner, 1995). Diese hohe Affinitit zu
Chelatverbindungen fiihrt auch dazu, dass das Kupfer andere Schwermetalle, vor allem
Mn und Fe verdringt. Die Pflanzen nehmen das Kupfer als Cu*"-Ionen oder in Form
von Chelaten auf. Die hochsten Gehalte sind allgemein in den Wurzeln zu finden. Dies
deutet auf einen langsamen Transport von der Wurzel in den Spross hin. Neben der
Wurzel ist Kupfer hauptsdchlich noch in den Chloroplasten von entwickelten Blattern,
in den Embryonen von Getreidekornern und vor allem in den Staubbeuteln zu finden.
Durchschnittlich liegt der Gehalt bei 4 — 20 mg Cu pro kg Trockensubstanz. Unter 4 mg
kommt es zu Mangelerscheinungen. Hier zeigt sich, dass das Kupfer eine wichtige
Rolle bei der Zellwandbildung spielt. Bei unterversorgten Pflanzen kommt es zu einer
Abnahme des Zellwandanteils in der Trockensubstanz. Besonders betroffen ist der
Anteil des Lignins, hier kommt es zu einer Halbierung des Anteils. Dies ist mit der
Beteiligung des Kupfers an der Polyphenoloxidase und Diaminoxidase, welche bei der
Ligninproduktion eine Rolle spielen, zu erklidren. Allgemein sind generative Organe
stairker von einer Unterversorgung betroffen als vegetative. Untersuchungen an
Nutzpflanzen haben gezeigt, dass ab 20 — 30 mg Cu pro kg Trockengewicht toxische
Effekte auftreten. In Verbindung damit zeigte sich je nach Fe-Quelle auch eine, durch
die Cu-Toxizitdt hervorgerufene Fe-Unterversorgung (Taylor and Foy, 1985). Auf die
Zelle hat Cu®" nach Demidchik et al. (1997) den Effekt, dass die CI" Kanile in der

Plasmamembran inhibiert werden, was allerdings durch die Erhéhung des Ca®' -
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Spiegels verhindert werden kann. Weiters wird die lichtaktivierte elektrogene H' -

ATPase der Plasmamembran unabhingig vom Ca®" inhibiert.

3.3 Schwermetallstandort Schwarzwand

Die in dieser Arbeit untersuchten Moose wurden bei Hiittschlag im GroBarltal in
Salzburg gesammelt. Dort war in der Frithneuzeit ein Bergbaugebiet fiir Kupfer- und
Schwefelkies. Das Abbaugeldnde der Schwarzwand reicht von ca. 1500 bis 1700m
Seehohe. Im Jahre 1835 wurde der Betrieb eingestellt, seither konnte sich dort eine
Schwermetallflora ausbilden, welche in mehreren wissenschaftlichen Arbeiten
Stummerer (1970), Saukel (1980), Sissolak (1984) und Hormann (2001) untersucht
wurde. In der Arbeit von Saukel wird die Schwarzwand in mehrere Teilbereiche (A-D)
eingeteilt. Aus den aufgelassenen Stollen (Bereich B) tritt Wasser aus. Hier ist die Art
Mielichhoferia elongata zu finden. Der nordlich gelegene Stollen enthélt eine groBere
Menge an Kupfer, welches im Freien als Kupferhydroxidcarbonat ausfillt und dadurch
die charakteristische blaue Farbung des Baches (Bereich C) verursacht. Am siidlichen
Bach tritt im Bereich C das Lebermoos Scapania undulata in groen Mengen auf. Das

Laubmoos Pohlia drummondii ist hingegen im flacheren Bereich D zu finden.

3.4 Schwermetallmoose

Die Moose sind ein heterogene Gruppe, welche im Reich der Pflanzen zwischen den
Griinalgen und Farnpflanzen eingestuft werden. Sie stellen hinsichtlich ihrer Anatomie
und Physiologie einen Ubergang zwischen Charophyten (Armleuchteralgen) und den

Gefallpflanzen dar.

Innerhalb dieser Gruppe konnen die beiden Abteilungen der Anthocerotophyta
(Hornmoose) und Bryophyta (Moospflanzen) unterschieden werden. Die Bryophyta
untergliedern sich in die Hepaticophytina (Lebermoose) und Bryophytina (Laubmoose

1L.w.S.).

Aus der Sicht des Wasserhaushaltes zdhlen die Moose gemeinsam mit den Thallophyten
zu den poikilohydren Pflanzen. Das bedeutet, dass sie nur im befeuchteten Zustand
stoffwechselaktiv sind und daher auch in direkter Beeinflussung durch Umweltfaktoren

stethen. Durch das Fehlen eines Wurzelsystems nehmen die Moose Wasser
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oberflachlich/auBlerlich auf. Die gingige Lehrmeinung ist, dass zusammen mit dem

Wasser auch die Nihrstoffe aufgenommen werden (Frahm, 2001).

Der Generationswechsel der Moose ist heteromorph und heterophasisch. Die beiden
Generationen, der Gametophyt und der Sporophyt unterscheiden sich sowohl in ihrer
Gestalt als auch in ihrer Kernphase. Der haploide Abschnitt des Lebenszyklus, der
Gametophyt, ist tiberdauernd und dient als Untergrund fiir die diploide Phase, den
Sporophyt. Daher ist dieser mit dem Untergrund nie in Beriihrung und die Selektion
beziiglich Schwermetalle belasteter Boden setzt nur am Gametophyten an (Shaw, 1989).
Der Sporophyt produziert haploide Meiosporen, welche zu einem Vorkeim, dem
Protonemata auswachsen. Auf den Zellfiden des Protonematas entwickeln sich
Knospen, welche die -eigentlichen Moospflanzen (Gametophyt) bilden. Die
Gametophyten bilden die Gametangien aus, die weiblichen Archegonien und die
mannlichen Antheridien. Bei den Moosen gibt es, wie bei den Gefdpflanzen auch,
didzische, syndzische oder pardzische Arten, allerdings kann dies auch innerhalb einer
Art variieren. Die in den Antheridien gebildeten Spermatozoide gelangen schwimmend
zum Archegonium und sind daher vom Wasser abhingig. Thre Reichweite betrigt
allerdings nur 1,5 cm (bzw. 1,5 m ,splash cup®). Uber die Halskanalzelle des
Archegoniums gelangen die Spermatozoide zur Eizelle. Aus der befruchteten Eizelle

entwickelt sich der diploide Sporophyt (Frahm, 2001).

Es wurde schon in vielen Untersuchungen festgestellt, dass Bryophyten eine Tendenz
zur Akkumulation von Schwermetallen haben, wie z.B. von Rejment-Grochowska
(1976). Es zeigte sich auch, dass GefaBBpflanzen eher Makronéhrstoffe akkumulieren,
hingegen Bryophyten eher Mikronéhrstoffe wie Cu, Pb, Zn, Cr und Ni.

Verschiedenste Untersuchungen zeigen die die Verwendbarkeit verschiedenster
Moosarten bei der Indikation von Umweltverschmutzung auf (LeBlanc et al., 1974).
Nebenbei konnen sie auch auf Erzen im Boden Hinweise geben. So beschreibt Brooks
(1971) die Moglichkeit anhand des Auftretens von Merceya und Mielichhoferia auf
einen Untergrund mit hohen Kupfergehalten schlieBen zu kdnnen. Crist et al. (1996)
zeigten die Mdoglichkeit der Entfernung von Metallen aus verunreinigten Gewdéssern

durch die Nutzung der hohen lonenaustauschbarkeit von Torfmoosen. Moose kdnnen
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als Indikatorpflanzen fiir Verschmutzung in der Atmosphidre verwendet werden

(Onianwa, 2001).

Bei den Untersuchungen zur Beziehung zwischen Moosen und Schwermetallen wurde
oft das Fehlen der Sporophyten auf belasteten Flichen beschrieben, jedoch konnte
dieses Phidnomen nicht nur auf Schwermetalle alleine festgestellt werden, sondern auch

bei Fluoriden und SO; (und , kiinstlichem* saurem Regen) beobachtet werden.

Es sind in der Literatur an die 7 sog. ,,Kupfermoose* zu finden: Gymnocolea acutiloba
(G. inflata)[Lebermoos], Cephaloziella massalongi (C. nicholsoni)[Lebermoos],

Gimmia atrata, Mielichhoferia, Scopelophila (Shaw, 1989).

Mielichhoferia elongata kommt zusammen mit M. mielichoferiana auf kupferreichem
Gestein vor. Beide Arten wurden als erstes in den Salzburger Alpen beschrieben. Einige
Autoren nehmen daher an, dass es sich hier um ein und dieselbe Art handelt. Sie gehen
davon aus, dass es eher unwahrscheinlich ist, dass zwei genetisch isolierte Arten,
dieselbe geographische Verbreitung, dieselbe Disjunktion und genau gleiches lokales
gemeinsames Auftreten haben. Es sei eher anzunehmen, dass es sich hier um
Modifikationen einer Art handelt, besonders, wenn die morphologische Ahnlichkeiten

in Betracht gezogen werden (Shaw and Crum, 1984).

Limpricht (1895) beschreibt die Anatomie von M. elongata mit einem Kkleinen,
armzelligen und hyalinen Zentralstrang. Das Grundgewebe ist locker und diinnwandig,
weist zur Randschicht kaum Unterschiede auf.

M. elongata bildet einen dichten Rasen von griinen bis blaugriinen, 0,5 — 4 cm hohen
Gametophyten. Die lanzettlichen bis linealischen Blétter besitzen eine deutlich
ausgebildete Mittelrippe, welche meist bis kurz vor die Blattspitze reicht bzw. bis in
diese hineinlduft. Die Blattrinder sind gesdgt bis gezdhnt. 1814 wurde sie von
Mielichhofer in Salzburg auf der Schwarzwand als ein auf kupferhaltigen nassen oder
berieselten Schiefergestein vorkommendes Moos beschrieben. M. elongata hat ein
weites Verbreitungsgebiet auf der Nordhemisphére, so kann es noch im arktischen

Kanada gefunden werden (Brassard, 1969).
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Die Gattung Pohlia wird nach Shaw (1989) nicht zu den bekannten Kupfermoosen
gezéhlt. Nach den Arbeiten von Hérmann (2001) und Hus (2008) ist dies allerdings in
Frage zu stellen. Auch andere Autoren, wie Folkeson and Anderssonbringmark (1988)
beschreiben Arten der Gattung Pohlia auf Schwermetallstandorten. So wird zum
Beispiel Pohlia nutans auf Standorten mit sehr hohen Nickel- und Kupfergehalten (z.B.
Ontario, Schweden) in hoher Dichte auftretend beschrieben. Aulerdem wird ein extrem
gutes Wachstum auf feuchtem und sehr saurem Untergrund (pH<3,5) beschrieben

(Dykeman and De Sousa, 1966).

Pohlia drummondii zidhlt nach Frahm and Frey (2004)zur Pohlia annotina agg.. Sie
kommt auf feuchten sandigen Bdden vor und bildet 1 — 4 cm hohe lockere bis dichte
Rasen aus. Die Stimmchen sind griin bis rétlich. Sie ist tiberwiegend steril und bildet
rotbraune Bulbillen in den oberen Blattachseln aus. Die Blitter sind eiférmig bis
lanzettlich und besitzen eine am Blattgrund leicht verbreiterte Mittelrippe, welche
hiufig schon vor der Blattspitze endet. Die Blattzellen sind diinnwandig und linear

rhombisch.

Das aquatische Lebermoos Scapania undulata kommt am Naturstandort in 2
Farbvarianten vor, einer griinen und einer roten. Nach Vincent et al. (2001) kann bei
dieser Lebermoosart eine Anreicherung von einer ganzen Reihe von Schwermetallen
festgestellt werden: Fe, Al, Pb, Mn, Cu, Cd und Zn. Der Anreicherungsfaktor nimmt

dabei von Fe nach Zn in dieser Liste ab.

3.5 Invitro Kultur

Die Kultivierung und Ziichtung von Pflanzen basiert auf der von Haberlandt 1902
postulierten Totipotenz der Pflanzenzelle. Das bedeutet, dass pflanzliche Zellen die
Féhigkeit behalten neue Gewebe zu bilden. So konnte er damals aus Zellen des
Palisadenparenchyms eine neue Pflanze ziehen. In der Bryologie fand die Kultivierung
auch bald ihre Anwendung, da sie die Moglichkeit eroffnete verschiedenste Stufen des
Wachstums genauer zu untersuchen und Auswirkungen von Temperatur und
Néhrstoffen zu dokumentieren.

Schon 1903 untersuchte Benecke (1903) das Wachstum von Moosen in Fliissigkulturen.
Pringsheim (1921) legte erste sterile Kulturen auf Agar von Leptobryum piriforme (L.)
Schpr. an. Die Kultivierung von Moosen auf Agarplatten wurde fiir die Forschung bald
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zum Standard. So wurden mit dieser Methodik das reversible Hellrot-Dunkelrot-
Reaktionssystem (Bauer and Mohr, 1959) nachgewiesen, der Einfluss von
Phytohormonen (Jahn, 1964b), (Jahn, 1964a), (Bopp and Brandes, 1964), (Iwasa, 1965),
Temperatur und Licht (Furness and Grime, 1982), (Chopra and Bhatla, 1981), (Nebel
and Naylor, 1968) und verschiedenen Nihrstoffen (Mehra and Pahwa, 1976), (Katoh et
al., 1980) beschrieben. Physcomitrella patens ist derzeit das am héaufigsten verwendete
Laubmoos in der in vitro Kultur und wird als Modelorganismus verwendet (Cove and
Knight, 1993). Da ihr Genom sequenziert ist (Reski, 1999), konnen damit auch viele

molekularbiologische Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Basierend auf den Erkenntnissen der vorangegangenen Arbeiten (Saukel, 1980,
Hormann, 2001 und Hus, 2008) war nun die Motivation da, in der vorliegenden Arbeit
im speziellen auf die Frage nach der Aufnahme der beiden Schwermetalle Eisen und
Kupfer durch das Lebermoos Scapania undulata und die beiden Laubmoose Pohlia
drummondii und Mielichhoferia elongata einzugehen. Hierflir war es notwendig diese
unter kontrollierbaren Bedingungen dem Stress der Schwermetalle auszusetzen; d.h.
sterile in vitro Kulturen anzulegen. Die Aufnahme der Schwermetalle wurde
anschlieBend mithilfe des EDX Systems im Rasterelektronenmikroskop untersucht.
Zusammen mit den Ergebnissen von Hus (2008) sollte ein genaueres Bild beziiglich der

Schwermetall-Thematik bei den Moosen gewonnen werden.
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4 Material und Methode

4.1 Material

Das verwendete Moosmaterial wurde von der Schwarzwand (Sbg.) gesammelt. Die Moose

werden in Plastikkisten aufbewahrt und in dieser Zeit nur mit Aqua. dest. feucht gehalten.
4.2 Invitro Kultivierung

4.2.1 Sterilisation: Um eine pilz- und bakterienfreie Kultur der Moospflanzen zu
erhalten, ist es notwendig, vorher deren Oberflachen zu sterilisieren. Es wurden
3 verschieden Ansdtze durchgefiihrt und auf ihre Wirkung in Bezug auf die
Abtdtung vorhandener Pilze und Bakterien sowie ihre Vertriglichkeit fiir Moose
getestet (als Kultivierungsmedium wurde das Knopmedium verwendet, siche

Kulturmedien).

4.2.1.1 HgCly: Es wird eine Stoke-Losung mit 2.5g/100 ml hergestellt. Diese wird vor
der Verwendung 1:100 verdiinnt. Die Spitzen der Moospflanzen werden fiir
eine Minute in diese Losung gelegt und anschlieend 3x je 2 Minuten in

Schalen mit autoklaviertem H,O ausgewaschen.

4.2.1.2 Danchlor: Die Hypochlorid-Losung wird mit einem handelsiiblichen Danchlor
hergestellt. Dieses wird 1:10 verdiinnt und auf 100 ml 3 Tropfen Triton X-100
dazu gegeben. Die Moosspitzen werden fiir 5 Minuten eingelegt und wie beim

HgCl,-Ansatz 3x fiir jeweils 2 Minuten in autoklaviertem H,O ausgewaschen.

4.2.1.3 H0;3: Hier wurde eine 3% H»0,-Losung, wie sie im Handel erhéltlich ist
verwendet. Die abgeschnittenen Moose werden fiir 10 Minuten in die Losung

gelegt und anschlieend auf die Ndhrmedien aufgebracht.
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Kulturmedien: In der Literatur sind verschiedene Kompositionen von
Néhrmedien fiir die Kultivierung von Moosen zu finden. Fiinf verschiedene
Medien wurden getestet. Fiir die einzelnen Nahrstoffe wurden Stoke-Ldsungen
von 100:1 hergestellt. D. h. fiir 100 ml Medium wurde je 1 ml der Stoke-
Losungen verwendet. Die Ndahrmedien wurden in Erlenmayerkolben (200 bis
500 ml, je nach Menge) hergestellt. Der pH fiir die Medien betrug 5.8 und wurde
mit HC] bzw. KOH eingestellt. Vom Agar wurden 0,8 g pro 100 ml Medium
dazugegeben und dieses anschlieBend am Magnetriihrer erhitzt, bis der Agar
vollstindig gelost war. Die Kolben wurden mit Watte und Alufolie verschlossen
und nach dem Abkiihlen im Autoklaven fiir 20 Minuten bei 120°C autoklaviert.
Die sterilen Medien wurden, da fest, in einer Mirkowelle so lange erhitzt, bis sie
wieder fliissig waren und in die sterile Werkbank eingeschleust. Die Hélse der
Kolben wurden abgeflammt und anschlieend die Medien in Plastikpetrischalen
(Durchmesser 5 cm) gegossen. Nach dem Erstarren des Mediums konnten die
Moosstimmchen auf den Agar aufgebracht werden; bzw. wurden die Platten in
ihren Plastiksédcken steril verschlossen und im Kiihlschrank bis zur weiteren
Verwendung gelagert. Fiir die Medien wurden folgende Zusammensetzungen

verwendet:

Heller: Nach Heller (1953): 250 mg/l MgSO, . 7H,0, 75 mg/l CaCl, . 2H,0,

BCD: Nach Ashton & Cove (1977): 246,47 mg/l MgSO, . 7H,0, 244,96 mg/1
KH,POy4, 12,5109 mg/l FeSO4 . 7H0, 1.011 mg/l KNOs, 0,055 mg/l CuSOs,
0,055 mg/l ZnSO,4 . 7H,0, 0,618 mg/l H;BO;, 0,024 mg/l Na,MoO4 . 2H,0,
0,395 mg/l MnCl, . 4H,0, 0,028 mg/1 KJ, 0,064 mg/l CoSO, . 7H,0,

MS: Medium nach Murashige und Skoog (1962)gemischt: 1650 mg/1
NH4NO;3, 370 mg/l MgSO4 . 7H,0, 170 mg/l KH,PO4, 440 mg/1 CaCl, . 2H,0,
1900 KNO;

Knop: Es wurde ein nach R. Reski und W.O. Abel ( 1985) abgewandeltes
Knop Medium (Bopp and Brandes, 1964) verwendet: 250 mg/l MgSO, . 7H,0,
250 mg/l1 KH,POy4, 250 mg/1 KCI, 1000 mg/l1 Ca(NOs), . 4H,0, 12.5 mg/l
FeSO, . 7H,O
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4.2.2.5 Benecke: Medium nach Benecke (1903), abgedndert nach Gang (Gang et al.,

4.2.3

4.2.4

4.2.5

4.2.6

20

2003). 200 mg/l NH4NO3, 100 mg/l MgSO, . 7H,0, 400 mg/l KH,PO4, 100
mg/l CaCl, . 2H,0, 5 uM FeCl; . 6H,O

Schwermetallmedien: Um die Wirkung von Eisen und Kupfer auf die Moose
zu untersuchen, wurden die Medien mit Fe- und Cu-EDTA in den
Konzentrationen 0,1 uM, 1 uM, 10 uM, 0,1 mM, 1 mM, 10 mM und 0,1 M
versetzt. Dazu wurde von beiden Schwermetallen eine 1 M Stoke-Losung

hergestellt

Kulturbedingungen: Da jede Pflanze bei bestimmten Bedingungen ein
Wachstumsoptimum besitzt, ist es wichtig die individuellen optimalen Licht-
und Temperaturverhéltnisse experimentell zu ermitteln. Die Vergleiche mit der
Literatur (Furness and Grime, 1982) geben hierbei schon eine gewisse Richtung
vor, allerdings ist dadurch eine gewissenhafte Untersuchung nicht zu ersetzen.
Leider waren die vorhandenen Einrichtungen fiir diese genauen Untersuchungen

nicht gegeben.

Kultivierung auf Cellophanpapier nach (Jahn, 1964a): Um storende
Agarriickstdnde bei der mikroskopischen Betrachtung an Protonemafiden zu
vermeiden, wurden auf einige Agarplatten Cellophanpapier nach
vorhergehender Sterilisation in H,O; iiber Nacht gelegt. Auf dieses wurde dann

jeweils ein Stimmchen eines Mooses aufgebracht.

Dokumentation: Das Wachstums wurde mit Fotos festgehalten. Es wurden
dazu eine Canon EOS 20D, Objektiv Digital Zoom 28-80 mm bzw. Olympus E
330, Objektiv Zuiko Digital 14-45 mm, 1:3,5 — 5,6, verwendet.



4.2.7 Zusatzliche Praparation fiir die Mikroskopie: Die Methodik von Mole Bajer
and Bajer (1968) abgewandelt nach Jensen (1981) wurde hier angewendet. Auf
einem Deckglas wird ein Tropfen noch fliissiges Ndhrmedium aufgetragen. Ist
dieses abgekiihlt, werden einige Protonema Féden aufgelegt. Meinerseits
erfolgte nur eine geringfiigige Abwandlung, da statt wie in den angefiihrten
Arbeiten nicht ein Draht verwendet wurde, um das warmes Medium auf ein
Deckglas aufzubringen, sondern eine 100 pl Pipette. Auf das Medium wurden
anschlieBend Protonemazellen inokuliert. Das fertig préparierte Deckglas wurde
dann mit dem Medium nach unten auf eine Agarplatte gelegt, in welche vorher
eine kleine Mulde gemacht wurde. So wird verhindert, dass es zu
Austrocknungserscheinungen kommt. Die Petrischalen wurden bis zur weiteren
Behandlung im Kulturschrank belassen. Die so priparierten Protonemazellen
wurden zur Untersuchung des Spitzenwachstums der Caulonemazellen

verwendet.

4.3 AAS zur Bestimmung des l6slichen Metallanteiles

Es wurden 2 verschiedene Ansitze durchgefiihrt: beim erstem wurden in 25 ml
Kolben je 10 ml Néhrboden gefiillt. Beim zweiten 60 ml in 100 ml Kolben, dieser
wurde nach dem Erstarren zerstiickelt um die Oberfliche zu vergroBern.
Untersucht wurden folgende Néhrboden: Cu-EDTA, CuSO4 und CuCl, mit den
Konzentrationen 0,1 M und 0,01 M. Es wurden Aufschliisse mit H,O (24 h
geschiittelt), NH3;NO4 (3 h) und Konigswasser (bis sich der Ndhrboden vollstindig
gelost hat) gemacht. Die Losungen wurden vor dem Messvorgang filtriert und

falls notig noch entsprechend verdiinnt.
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4.4 Elementanalyse - EDX

441

442

443
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Probenvorbereitung: Die Moospflinzchen wurden iiber dem Agar
abgeschnitten und bei 50°C fiir 24 Stunden luftgetrocknet. Anschlieend wurden
sie mit Leitkohle auf Stubs befestigt. Die Leitkohle wurde bei Bedarf mit
Losungsmittel versetzt damit sie die richtige Konsistenz bekommt. Es musste
einerseits darauf geachtet werden, dass die Moose einen guten Kontakt mit der
Unterlage bekamen, aber gleichzeitig durften sie nicht in die Leitkohle
einsinken. Damit das ganze Losungsmittel abdampfen kann, wurden die fertig
praparierten Stubs in einen Trockenschrank bei 50°C fiir mindestens eine Stunde

gestellt.

Messung: Die  Messung erfolgte mit der  energiedispersiven
Rontgenmikroanalyse an einem Rasterelektronenmikroskop (Philipps XL 20).
Die Einstellungen waren: Arbeitsabstand 12; 30kV; Tilt 15; Take off Angle
27,21; Death Time ~30%; Lsec 100. Die Daten wurden mit dem Programm
EDAX-Genesis gesammelt. Es wurden bei den Messungen die Elemente C, O,

Na, Mg, Si, P, S, Cl, K, Ca, Fe und Cu bertiicksichtig.

Auswertung: Die somit erhaltenen Daten wurden aus dem Genesis Programm
heraus gelesen und in eine Excel Tabelle iiberfiihrt. Fiir die statistische
Auswertung wurde SPSS verwendetet. Zundchst werden die Daten auf
Normalverteilung hin untersucht. Wenn diese gegeben war konnten die Werte
mittels ANOVA verglichen werden, andernfalls wurde der nichtparametrische
Test nach Kruskal-Wallis zum Vergleich herangezogen. Werte mit einer
Signifikanz von ,05 wurden als solche akzeptiert, Werte mit einer Signifikanz
von kleiner als ,01 wurden als hoch signifikant und Werte kleiner als ,001 als

sehr hoch signifikant angegeben.



4.5 Cytologische Untersuchungen
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Neutralrotfarbung: Mit dieser Methode sollen saure Kompartimente der
Zelle sichtbar gemacht werden. Aus dem Pulver wurde mit deionisiertem
Wasser eine 0.1% Losung hergestellt und der pH-Wert auf 7 und pH 4
eingestellt. Einzelne Blitter, Stammstiicke sowie Protonemafiden wurden in
einen Tropfen Neutralrot auf den Objekttriger gelegt und anschlieend im

Lichtmikroskop (Olympus BX41) untersucht.

Fluoreszenzfarbstoffe: Die folgenden verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe
wurden im Konfokalen Laser Scanning Mikroskop untersucht. Um die mogliche
Eigenfluoreszenz der Priparate zu ermitteln wurde ein Lambda-Scan mit den
unbehandelten Zellen durchgefiihrt. Das Detektionsfenster umfasste dabei 20
nm. Der Scan umfasste die Bandbreite von 495 bis 750 nm bei 50 Schritten. Zur

Anregung wurde die Wellenldnge bei 488 nm bei 45% Intensitéit verwendet.

Bei DiOCg handelt es sich um einen Membranfarbstoff, der sich in
Membranen einbaut, die ein Membranpotential aufweisen. Das ist der Fall bei
der Kernhiille, den Plastiden, den Mitochondrien und dem Endoplasmatischen
Reticulum (ER). Da bei Schidigung der Membran, zum Beispiel durch
Schwermetalle, das Potential zusammenbricht, kann mit DiOC¢ auch auf den
Zustand der Zelle geschlossen werden. Es wurde aus einer Stoke-Ldsung eine
5 ng/l Losung hergestellt und die Pflanzchen fiir 10 Minuten eingelegt. Ohne
Auswaschen werden die Objekte auf einen Objekttriger gelegt und mit
Vaseline versiegelt. Bei einer Anregungswellenldnge von 488 nm (Laser auf
50%) wurden die Detektionsfenster fiir DIOC bei 501-553 nm und fiir die
Eigenfluoreszenz der Chloroplasten der Blattzellen bei 645-665 nm gewaihlt.

Rhodaminl23: Es wurde cine 1mg/ml H,O Stoke-LOsung hergestellt. Aus
dieser wurden 5 pg/ml Arbeitslosungen hergestellt. In diese Losungen wurden
die Pflinzchen fiir 5 Minuten eingelegt. Danach in dest. Wasser ausgewaschen.
Die Objekte wurden mit Vaseline versiegelt. Da keine Voreinstellungen fiir
Rhodamin123 vorhanden waren, wurde zuerst ein Lambda-Scan durchgefiihrt.
Bei einer Anregung mit 488 nm (40%) konnte ein Maximum im Bereich von

526 bis 550 nm ermittelt werden.
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4523 FM: Bei diesem Versuch soll die Aufnahme des Farbstoffes FM1-43

untersucht werden. Dazu wurde eine 16 pM Stoke-Losung mit dem Medium
1:1 gemischt. In dieses Gemisch, 8 uM FM1-43, wurden Protonemafidden
gelegt. Im CLSM wurde zuerst das Detektionsfenster fiir den Farbstoff mittels
Lambda-Scan festgestellt. Es wurde fiir die nachfolgenden Aufnahmen bei
580-600 nm eingestellt. Die Detektion fiir die Autofluoreszenz der
Chloroplasten in den Protonemazellen wurde bei den Wellenldngen von 670-
710 nm vorgenommen. Fiir die Pulse-Farbung wurden die Protonemaféden fiir
5 Minuten in den Farbstoff eingelegt und danach ausgewaschen. Alle 5

Minuten wurde ein Bild aufgenommen.

4.5.3 Protonemawachstum: Um das Wachstum des Protonemas zu dokumentieren

und Vergleiche zwischen dem Wachstum in schwermetallfreiem und belastetem
Medium anstellen zu konnen, wurden von Kontrollplatten Stimmchen mit
Protonemafdden in fliissiges Medium {iberfiihrt. Von diesen Kulturen wurde
neues Protonema auf einen Objekttrager mit einem Tropfen fliissigem Medium

gelegt.

45.3.1 Langenmessungen: Die Zellenlingen der Protonemafiden werden im Cell-D
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Programm vermessen. Es wird dabei auf mogliche Unterschiede zwischen
Chloronemata und Caulonemata sowie die Spitzenzellen und deren
Nachbarzellen besonderes Augenmerk gelegt. Die Messungen erfolgten nach 4
Wochen Kultivierung. Danach wurde das Medium erneuert und bei spéteren
Messungen mittels statistischen Vergleichs sichergestellt, dass die beiden
Messgruppen gleich sind. Die so gesammelten Daten wurden im SPSS

statistisch ausgewertet.



45.3.2 Spitzenwachstum der Caulonemazellen: Die mit dem Protonema
inokulierten Deckgldser wurden auf einen Objekttriger gelegt und mit
Vaseline umschlossen um eine Austrocknung des Pridparates zu verhindern.
Die so priparierten Objekte wurden im Olympus BX41 untersucht. Um das
Wachstum zu dokumentieren wurde im Cell-D Programm die Funktion
»Schnelle Bildaufthahme* verwendet. Das Aufnahmeintervall betrug 5 Minuten
und die gesamte Aufnahmeldnge 10 Stunden. Es wurde eine geringe
Lichtstirke (1,5 am Einstellrad) gewahlt, um den Lichtstress zu vermindern.
Die aufgenommen Bilder wurden einerseits als Einzelbilder, andererseits als
Video (avi-Datei) abgespeichert. Zur Auswertung des Wachstums wurde der
Zuwachs pro 20 Minuten vermessen. Dazu wurde dieser von den Einzelbildern
auf eine Klarsichtfolie iibertragen und mit einem Lineal vermessen. Die

ermittelten Werte wurden im SPSS statistisch ausgewertet.

4.5.4 Resistenzversuche: Blittchen von P. drummondii und M. elongata wurden
sowohl von Kontrollplatten entnommen und fiir 48 Stunden in Cu- und Fe-
EDTA-Losungen in den Abstufungen von 1 M, 10" bis 10° M sowie in aqua
dest. (Kontrolle) in Schnappdeckelgldser eingelegt. Bei den Kupferansitzen
wurden auch Moose von 10 mM Cu-Platten entnommen um mogliche
Verdnderungen der Resistenz zu untersuchen. Nach 48 Stunden wurden die
Bléttchen in einer 0,8 M D-Mannitol Ldosung fiir mindestens 10 Minuten
eingelegt um eine Plasmolyse auszul6sen. Falls eine Plasmolyse festgestellt
werden konnte, kamen die Blittchen anschlieBend noch in eine 0,3 M D-
Mannitol Losung, wiederum fiir ca. 10 Minuten, um eine Deplasmolyse zu
bewirken. Um die Plasmolysen bzw. die Deplasmolysen festzustellen und zu
dokumentieren, wurden mit den Blattchen Préparate hergestellt, welche im
Olympus BX41 und im Reichert Univar untersucht wurden. Die Bilder sind in

beiden Fallen im Cell-D Programm erstellt worden.
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Praparation fur REM Bilder: Stimmchen von P. drummondii (Kontrolle und
24 mM Cu) und M. elongata (Kontrolle und 0,1 M Cu) wurden in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Dazu wurden 1,5 ml Eppendorfgefdfie in einem
Styroporbehiltnis fixiert, in welches der fliissige Stickstoff gefiillt wurde. Die
abgeschnittenen Stimmchen wurden mit einem Zahnstocher in die
Eppendorfgefile transferiert. Die Lagerung bis zur Weiterverarbeitung erfolgte
bei -20°C. Wihrend des Transfers auf das Botanische Institut am Rennweg
wurden die Proben auf Trockeneis gelagert. Dort wurden sie unter Hilfestellung

von Dr. Vogelmayr in einem Gefriertrockner getrocknet.

Anatomische Praparate: Um anatomische Schnitte herzustellen, wurden zur
Fixierung ganze Stdmmchen in ein Gemisch aus Methanol (abs.), Formaldehyd
(40%) und Eisessig (1:1:1) iiberfiihrt. Entnommen wurde die Zusammensetzung
dieses sog. Pfeiffers Gemisches aus (Gerlach, 1984). Die Stimmchen wurden im
Gemisch fiir 20 Stunden in den Kiihlschrank gestellt. Die fixierten Stimmchen
wurden anschlieBend zweimal in 30% Alkohol gewaschen, danach fiir 15 Minuten
in 30% Alkohol, dann fiir 30 Minuten in 50%igen, fiir 60 Minuten in 70%igen
und fiir 30 Minuten in 90%igen eingelegt. Nach der Entwiésserung wurden die
Stimmchen in das Zwischenmedium (Isopropanol) fiir 30 Minuten, danach in eine
1:1 Mischung von Isopropanol und Chloroform fiir ebenfalls 30 Minuten
iberfithrt. Danach wurden die Stimmchen zweimal in reines Chloroform
eingelegt, jeweils bis diese untergehen. Die Stimmchen wurden iiber Nacht in
eine gesattigte Chloroform-Paraffin-Mischung gelegt. Eine gesittigte Losung
wurde durch Schmelzen des gesamten Paraffins bei einer Temperatur {iber 57°C
hergestellt. Die Stimmchen wurden zum Schluss zweimal fiir drei Stunden in
reines fliissiges Paraffin iiberfiihrt. Nach dem zweiten Uberfiihren wurden die
Stimmchen in fliissiges Paraffin gegeben und dieses schnell abgekiihlt. Die festen
Paraffinblocke wurden getrimmt und auf einen Holzwiirfel aufgeklebt. Die mit
einem Schlittenmikrotom hergestellten Schnitte wurden auf einen Objekttrager
aufgebracht. Dieser wurde zuvor mit Azeton entfettet und Eiweis-Glycerin auf
einer Fliche des Deckglases mit dem Finger oder Pinsel (fettfrei) aufgetragen.
Auf diese Fliche wurde noch ein Tropfen Wasser gegeben und anschlieBend der

Schnitt draufgelegt.



Um eine Streckung der Schnitte zu erzielen wurden die Objekttrager kurz iiber eine
Heizplatte gehalten (bis die Schnitte leicht glasig sind). Die so behandelten Objekttrager
wurden in einen Ofen bei ca. 40°C gelegt. Nach dieser Behandlung kénnen die Schnitte

lange Zeit bis zur weiteren Behandlung staubgeschiitzt autbewahrt werden.

Um die Schnitte zu farben, mussten sie vorher vom Paraffin befreit werden. Daher
wurden die Objekttrager nach der Reihe zweimal in Orangendl, danach in Orangendl
50% und Propanol 50%, reines Propanol, Propanol-Ethanol 1:1 Gemisch, reines Ethanol
(96%ig), 70% Ethanol, 30% Ethanol und in aqua dest. gestellt. Im ersten Schritt blieb
der Schnitt so lange im Orangendl, bis kein Paraffin mehr zu sehen war. Alle anderen
Losungen wurden in 5 Minuten Intervallen gewechselt. Vom aqua dest. wurden die
Objekte in eine 0,02% Tuloidin-Blau Farbelosung iiberfiihrt. In dieser blieben sie fiir 10
Minuten, anschlieBend wurden sie so lange in Aqua dest. gewaschen, bis es zu keiner
Blaufirbung des Wassers mehr kam. Nach einer kurzen Kontrolle wurden alle Schritte
in umgekehrter Reihenfolge wiederholt (ebenfalls in 5 Minuten Intervallen). Um
schlussendlich ein Dauerpréparat zu erhalten, wurden die Objekttriger vorsichtig mit
einem Filterpapier vom restlichem Orangendl befreit, ein Tropfen Kanadabalsam (Art.-
Nr.: 10-0314; Ch. 041222) aufgetragen und mit einem Deckglas verschlossen. Bis der
Kanadabalsam ausgehértet war wurde darauf geachtet, dass der Objekttrager waagrecht

lag, damit das Deckglas nicht verrutschten konnte.
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5 Ergebnisse

5.1 Oberflachensterilisation

Mielichhoferia elongata: Nach Oberfliachensterilisation mit Danchlor waren die
Pflanzen im Vergleich mit HgCl, anfilliger fiir Pilzbefall. So zeigte sich in allen drei
Danchlor-Petrischalen Pilzbefall, hingegen war bei den vier untersuchten HgCl,-
Petrischalen nur in zwei ein Pilzbefall. Die Vertriglichkeit fiir das Pflanzenmaterial war
allerdings genau umgekehrt. Es konnten nur in einer HgCl,-Petrischale noch griine
Explantate festgestellt werden. In allen anderen hatten diese ihr Chlorophyll bereits
verloren. Im Danchlor-Ansatz fanden sich dagegen in allen Petrischalen mindestens 3

griine Explantate.

Pohlia drummondii: Bei den Danchloransdtzen waren 5.3% abgestorben, 2.6% zwar
griin, aber ohne neue Triebe und 92% hatten neue Triebe entwickelt (n=75). Zu diesem
Zeitpunkt war kein Pilzbefall zu sehen. Im Ansatz mit HgCl, waren 23.7% abgestorben,

23.7% von Pilzen befallen, 59.2% waren griin, mit nur wenig neuem Wachstum.

Scapania undulata: Die auf das Medium aufgebrachten griinen Blittchen hatten bei
beiden durchgefiihrten Ansdtzen ihr Chlorophyll verloren. So konnte als einziger
Unterschied der beiden Sterilisationsmethoden, wie bei M. elongata, festgestellt
werden, dass HgCl, besser gegen Pilzbefall wirkt als Danchlor. Hier fiel die
Beobachtung deutlich aus, da beim HgCl,-Ansatz kein Befall, beim Danchlor-Anstatz
dagegen von 5 Petrischalen 4 von Pilzen befallen waren. Da sowohl Danchlor als auch
HgCl, bei S. undulata keine befriedigenden Ergebnisse erzielten, wurden hier zusitzlich
noch H,O, getestet. Dies stellte sich als deutlich schonender fiir das Moos heraus. So
konnten einige lebende Exemplare erhalten werden. Zwar war auch hier der Prozentsatz
von Infektionen immer noch sehr hoch, jedoch bestand hier eine gute Chance, dass es in

einigen Fillen gelang eine sterile Kultur anzulegen.

5.2 Medientest fur P. drummondii und M. elongata

Um ein geeignetes Kultivierungsmedium fiir die beiden Moose zu finden, wurden diese
auf 5 verschiedenen Medien kultiviert. Diese waren das Medium nach Heller, BCD,

MS, Knop und Benecke.
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Die nachfolgenden Bilder zeigen das Wachstum von P. drummondii innerhalb 4
Wochen. Bei dem Medium nach Heller konnte in keinem Fall ein Wachstum festgestellt
werden (Abb. 1 A; B). Auf BCD-Medium wuchsen sowohl die Protonemata- als auch
Stammchen, wobei das Protonemata allerdings wenig Seitenverzweigungen hatten
(Abb. 1 C; D). Ahnliches gilt fiir die Moose auf MS-Medium. Das Wachstum der
Protonemata ist hier bei manchen Pflanzen unwesentlich weiter fortgeschritten und es
konnte auch ein verdndertes Wachstum bei Ansdtzen festgestellt werden, welche
weniger bzw. keine gleichmiBige Lichteinwirkung erfahren haben (Abb. 1 E; F). Bei
Knop (Abb. 1 G; H) war das Wachstum bezogen auf Stimmchen und Protonemata nicht
so weit fortgeschritten wie bei den Ansidtzen auf BCD- und MS-Medien. Beim
Benecke-Medium (Abb. 1 I; J) waren die Stdimmchen weniger gestaucht als beim BCD-
und MS-Medium. Die Protonemata waren ebenfalls mehr ausgewachsen und weniger

zentral um die Plantate lokalisiert. Auf diesem sind schon erste Knospen zu erkennen.

Fiir die Entscheidung, welches Medium fiir die weiteren Tests verwendet werden soll,
waren zwei Faktoren ausschlaggebend. Erstens sollten keine der untersuchten
Schwermetalle im Medium vorhanden sein, damit die Untersuchung nicht verfélscht
wird, und zweitens sollte das Wachstum der Protonemata deutlich ausgebildet sein.
Einerseits um dieses spéter besser untersuchen zu kdnnen, und andererseits kann bei den
Moosen, welche sich neu aus dem Caulonema entwickeln, davon ausgegangen werden,
dass sie wenig bis gar nicht mehr von dem Plantat beeinflusst werden und die

aufgenommenen Substanzen aus dem Medium beziehen.

Da, anders als urspriinglich geplant, aufgrund neuer Erkenntnisse {iiber die
Zusammensetzung des Naturstandortes (Hus, 2008) nicht Cu- und Zn-Stress sondern
Cu- und Fe-Stress untersucht werden sollten, konnten die Medien Knop und BCD
wegen ihrer hohen Fe-Gehalte nicht in Betracht gezogen werden. Ebenfalls war das
Heller-Medium, wegen des schon oben beschriebenen fehlenden Wachstums der
Moose, nicht geeignet. So blieben nur noch MS und Benecke tibrig. Obwohl das MS-
Medium ein besseres Wachstum, bezogen auf die Moospflanzchen, zeigte, wurde doch
das Benecke-Medium gewéhlt, da hier das Protonemawachstum besser ausgebildet war
und auch von einer besseren oder zumindest schnelleren Neubildung von

Moospfldnzchen aus den entwickelten Protonemata ausgegangen werden kann, was fiir
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weitere nachfolgende Untersuchungen von Bedeutung war. Zwar ist in der
Zusammensetzung des Benecke-Mediums auch eine geringe Menge an Fe enthalten,
diese wurde bei den weiteren Kultivierungen weggelassen und es konnte keine negative

Auswirkung festgestellt werden.

Die Kultivierungsversuche mit M. elongata auf den fiinf verschiedenen Medien zeigen
fiir das Heller-Medium (Abb. 2 I) und BCD-Medium (Abb. 2 A; B) kein Wachstum
bzw. nur ein schlechtes. Die drei restlichen Medien fiihrten zu einem deutlichen
Wachstum, was sowohl das Protonema als auch die Moose an sich betrifft. Auf dem
MS-Medium (Abb. 2 C; D) weisen die Moose das kréftigste Wachstum auf. Die Moose
wurden nach 31 und 64 Tagen fotografiert.
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Abb. 1 P. drummondii Wachstum nach 4 Wochen; A,B Heller; C,D BCD; E,F MS; G,H Knop; 1,J

Benecke
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‘ _
Abb. 2 M. elongata Wachstum nach 31 Tagen (A,C,E,G,I) und 64 Tagen (B,D,F,H); A,B BCD, C,D MS;
E,F Knop; G,H Benecke; I Heller
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5.3 Kultivierungsbedingungen

Die Kultivierung im Labor zeigte fir P. drummondii recht gute Resultate. Die
Lichtbedingungen sind hier auch in einem guten Bereich; die Messungen ergaben
durchschnittlich 48,08 pumol.m™.s? bzw. 12,034 Watt.m™. Die Temperatur ist hier {iber
die zentrale Klimaanlage geregelt. In Abbildung 3 ist eine exemplarische Messung des
Temperaturverlaufes dargestellt. Diese Temperaturen waren, bei Funktionieren der

Klimaanlage, iiber das ganze Jahr gegeben.

°C

2.7

0.0
17:06:29  19:06:29  21:06:29  23:06:20  01:06:20  03:06:29  05:06:29 07:06:29  09:06:20  11:06:29
04-01-2009 04-03-2009 04-05-2009 04-07-2009 04-10-2009 04-12-2009 04-14-2009 04-16-2009 04-18-2009 04-20-2009

Abb. 3 Temperaturverlauf - Labor

Die Temperaturen im Glashaus waren hingegen niedriger und stellten sich fiir die
Kultivierung von M. elongata als empfehlenswerter heraus. Allerdings sind im
Glashaus hohere Temperaturschwankungen vorhanden und die tieferen Temperaturen
sind nur in den Wintermonaten konstant. So sind z.B. im August auch Spitzenwerte von

tiber 27°C zu messen (Abb. 4), hingegen im. Janner nur 16°C (Abb. 5).
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Abb. 4 Glashaustemperatur 1.09.08 bis 28.09.08

Abb. 5 Glashaustemperatur 24.12.08 bis 20.01.09
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5.4 Resistenz auf Agarplatten

Die Wachstumsgrenzen von P. drummondii und M. elongata wurden durch die
Kultivierung auf Agarplatten mit verschiedenen Konzentrationen (1 uM bis 0,1 M) von
Eisen und Kupfer bestimmt. Nach den ersten Ansdtzen wurde fiir eine genauere

Feststellung der Grenzen bei Kupfer noch Medien mit 13, 16, 24 und 31 mM getestet.

P. drummondii zeigte bei 0,1 M Kupfer kein Wachstum mehr. Bei 16 mM waren eine
Verminderung beziiglich der Ausdehnung der Protonemata und Knospenbildung zu
erkennen (Abb. 6 D-I). Allerdings war des Wachstum bei 24 mM (Abb. 6 J-O) wieder
dem in der Kontrolle (Abb. 6 A-C) dhnlich. Bei den Moosen auf 31 mM wurden viele
neue Knospen gebildet, welche zerstreut {iber die ganze Platte zu finden sind. Sie sind

nicht im Kries anordnet, wie dies zum Teil bei 24 mM der Fall war.

M. elongata hatte im Vergleich zur Kontrolle bei den Konzentrationen 13 und 16 mM
eine fast gleich grole Ausdehnung der Protonemata, nur die Dichte so wie die
Knospenhdufigkeit waren etwas reduziert (Abb.8 B-D). Bei 31 mM war diese
Reduzierung noch deutlicher zu sehen (Abb. 8 E-F). Hier war das
Protonematawachstum auch geringer. Das Wachstum auf den 0,1 M Cu-Platten war
schlussendlich deutlich verlangsamt (Abb. 8 G-H). Uber einen lingeren Zeitraum
breiteten sich die Protonemafidden zwar iiber fast die gesamte Platte aus, allerdings kam

es kaum zu neuen Knospenbildungen.

Die Grenze des Wachstums fiir Eisen lag bei beiden Moosen bei 1 mM (Abb. 7; 9). Bei
dieser Konzentration wuchsen sie, vor allem M. elongata, deutlich langsamer als in den
niedrigeren Konzentrationen. Hingegen war bei Kupfer eine hohere Toleranz
vorhanden. Auch hier war bei den hochsten Konzentrationen eine Abnahme der

Wachstumsgeschwindigkeit fest zu stellen.
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Abb. 6 P. drummondii; nach 37 Tagen (A,D,G,J); nach 44 Tagen (B,E,H,K); nach 51 Tagen
(C,F,LL,M,N,0); A-C Kontrolle; D-F 16 mM Cu; G-L 24 mM Cu; M-O 31 mM




Abb. 7 P. drummondii A Kontrolle; B 100 uM Fe; C 1 mM Fe; D 10 mM Fe; E 0,1 M Fe
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Abb. 8 M. elongata; nach 64 Tagen (A-F); nach 204 Tagen G,H); A Kontrolle; B-C 13 mM Cu;
D 16 mM; E-F 31mM Cu; G-H 0,1 M Cu;



Abb. 9 M. elongata A,B 0,1 mM; C,D 1mM; E,F Kontrolle; G,H 0,1 mM; L,J 10 uM
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5.5 AAS des Agars

Hier wurden verschiedene Kupfersalze beziiglich ihrer Verfligbarkeit im Agar
untersucht. Dazu sind Aufschliisse mit H,O, NH4NO;s; und Konigswasser hergestellt
worden und anschlieend in der AAS gemessen worden.

Die AAS Ergebnisse zeigten, dass mit EDTA im H,O als auch im NH3NO4 Aufschluss
die Verfiigbarkeit des Kupfers héher ist als wenn SO,> oder CI” als Gegenionen
verwendet werden. Erst im Konigswasseraufschluss wurde bei diesen beiden

Gegenionen eine hohere Verfligbarkeit festgestellt (Tab. 1).

Medium Konz. Aufschluss Messungl Messung2  Mittel

CeEDTA  0,1M H,0 47,76 5531 | shsd
NH,NO, 4221 74,67 58,44
Konigswasser 74,63 76,51 75,57
0.01 M H,0 63.62 47 | 5254
NH,NO, 42,88 65,54 54,21
Konigswasser 78,80 71,81 75,31
CusO,  01M H,0 2,26 087 | 157
NH,NO, 4,67 3,87 4,27
Konigswasser 93,67 74,96 84,32
0,01 M H,0 21,50 14,64
NH,NO, 47,09 37,45 42,27
Konigswasser 89,23 110,60 99,91
CuCl, 0,1 M H,0 0,23 0,19
NH,NO, 0,75 1,52 1,13
Konigswasser 81,75 58,51 70,13
0,01 M H,0 12,97 11,58
NH,NO, 29,27 23,64 26,46
Konigswasser 140,72 94,84 117,78

Tab. 1 Vergleich der Kupferverfiigbarkeit im Agar aufgrund der verschiedenen Gegenionen EDTA, SO,*
und CI'; Angaben in % vom Ausgangswert
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5.6 Elementanalyse — EDX

Die beiden Moose P. drummondii und M. elongata wurden mittels des EDX Systems im
REM beziiglich der Elementverteilung untersucht. Dazu sind sie luftgetrocknet und mit
Kohle bedampft worden. Nach Mdoglichkeit wurden in jeder Region - Spitze, Mitte und
Basis - je 3 Blitter und ein Stammchen gemessen. Die ermittelten Daten wurden mit

SPSS statistisch ausgewertet

Die ermittelten EDX-Werte fiir P. drummondii zeigen eine Aufnahme des dargebotenen
Kupfers. Allerdings konnte keine direkte Korrelation zwischen dem Gehalt im Moos
und dem im Medium ermittelt werden. Der durchgefiihrte Test auf Normalverteilung
zeigte nicht flir alle Ansédtze eine Normalverteilung. Daher wurde der Vergleich
zwischen den verschiedenen Konzentrationen mit dem Kruskal-Wallis-Test
durchgefiihrt. Dieser weist eine sehr hohe Signifikanz fiir Kupfer aus, weshalb noch
einmal einzelne Gruppen unter Anwendung des Mann-Whitney-Tests miteinander
verglichen wurden. Die Auswahl erfolgte nach dem Ergebnis eines erstellten Whiskas-
Box-Plot Diagrams (Abb.10). So fanden sich signifikante Unterschiede in den Gehalten
zwischen 0,1 mM und 1 mM (p <,001), zwischen 10 mM und 13 mM (p <,001) sowie
zwischen 13 mM und 16 mM. (p < ,001). Somit ergibt sich fiir die Verteilung von
Kupfer in P. drummondii folgendes Bild: bis zu einer Konzentration von 0,1 mM kann
keine gesicherte erhohte Aufhahme festgestellt werden, in den dariiber liegenden schon.
Moose, welche auf dem Medium mit 13 mM Cu-EDTA gewachsen sind, heben sich in
dieser Gruppe wiederum mit einem signifikant hoheren Wert ab. Diese Aufgliederung

kann auch aus der Tabelle der Mittelwerte (Tab. 2) entnommen werden.

Medien Cu (Mittelwert) n

Kontrolle 0,0493 +0,0061 44
1 M 0,0562 +0,0092 37
0,1 mM 0,0559 +0,0072 59
1 mM 0,1441 +0,0134 79
10 mM 0,2204 +0,0287 79
13 mM 0,7025 +0,1349 12
16 mM 0,2189 +0,0436 53
24 mM 0,1536 +0,0238 36

Tab. 2 Mittelwerte und Standardabweichung des Kupfers in P. drummondii
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Abb. 10 Box-Plot der Kupferwerte fiir P. drummondii; Box = 50 aller Werte, Whiskas = alle Werte ohne
Ausreifier, Strich = Median, Ringe = Ausreifler; Sterne = Extremwerte

Im Gegensatz zum Kupfer kann bei den Eisen-Werten keine verstidrkte Aufnahme
ausgemacht werden. Hier zeigte sich in der Kontrolle der hochste Durchschnitts-Wert

(Tab. 3) und auch das erstellte Whiskas-Box-Plot Diagramm (Abb. 11) verdeutlicht

dies.

Medien Fe (Mittelwert) n

Kontrolle 0,0958 +0,0077 45
1 M 0,0723 +0,0031 47
10 M 0,0932 +0,0116 25
0,1 mM 0,0592 +0,0047 12
1 mM 0,0824 +0,0036 55

Tab. 3 Mittelwerte und Standardabweichung des Eisens in P. drummondii
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Abb. 11 Box-Plot der Eisenwerte fiir P. drummondii

Bei M. elongata zeigen die EDX-Werte fiir die Kupferaufnahme ein dhnliches Muster,
wie bei P. drummondii. Da auch hier nicht in allen Féllen eine Normalverteilung vorlag,
wurde wiederum ein Kruskal-Wallis-Test, sowie fiir eine Spezifizierung der
Unterschiede ein Mann-Whitney-Tests durchgefiihrt. Es zeigt sich ein signifikanter
Unterschied zwischen 0,1 mM und 1 mM (p < ,002). Zwischen den hoheren Ansétzen
kann kein signifikant unterschiedlicher Kupfergehalt ermittelt werden. Es wird also
genauso wie bei P. drummondii eine Aufnahme ab einer Konzentration von 1 mM Cu-

EDTA erzielt (Tab. 4 und Abb. 12).

Medien  Cu(Mittelwerte) n

Kontrolle 0,0296 + 0,0042 23
1 M 0,0239 +0,0089 23
0,1 mM 0,0709 +0,0173 22
1 mM 0,1712 +0,0423 26
10 mM 0,2409 +0,0348 32
0,1M 0,2300 = 0,0463 29

Tab. 4 Mittelwerte und Standardabweichung des Kupfers in M. elongata
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Abb. 12 Box-Plot der Kupferwerte fiir M. elongata

Der Vergleich des Gesamtgehaltes an Eisen in den Pflanzen bei den untersuchten

Konzentrationen zeigt einen erhohten Gehalt bei den Pflanzen, welche auf 1 mM Fe-

EDTA gewachsen sind (Tab. 5). Die iibrigen Ansédtze konnten nicht voneinander

unterschieden werden (Abb. 13).
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Medien  Fe (Mittelwerte) n

Kontrolle 0,0548 +0,0074 23
0,1 M 0,0721 +0,0066 24
1 M 0,0580 +0,0028 25
10 M 0,0800 +0,0089 18
0,1 mM 0,0657 +0,0037 23
1 mM 0,1238 +0,0169 21

Tab. 5 Mittelwerte und Standardabweichung des Eisens in M. elongata
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Abb. 13 Box-Plot der Eisenwerte von M. elongata

Wenn die EDX-Daten nun hinsichtlich der Verteilung innerhalb der Moose

aufgegliedert werden, zeigt sich folgendes Bild bei den Kupferansidtzen von P.

drummondii (Tab. 6). In den Konzentrationen 1 uM, 10 mM, 13 mM und 16 mM kann

keine Unterscheidungen zwischen den drei untersuchten Regionen gemacht werden. In

der Kontrolle (Abb. 14) kann zwischen den drei Regionen, Basis, Mitte und Spitze nur

zwischen Spitze und Mitte eine signifikante Unterscheidung getroffen werden. Bei 0,1

mM (Abb. 15) ist eine Trennung der Basis von der Mitte und der Basis von der Spitze

moglich. Die Basis kann von der Spitze bei 1| mM (Abb. 16) sowie bei 24 mM (Abb.

17) mit hoher Signifikanz getrennt werden.

Cu Medien Basis Mitte Spitze n
Kontrolle 0,0613 +£0,0098 0,0420 £0,0134 0,0431+0,0064 15/15/16
1 M 0,0477 £0,0122 0,0508 £0,0072 0,0708 +0,0243 13/12712
0,1 mM 0,0917 £0,0191 0,0423 £0,0050 0,0379 +0,0076 18/22/19
1 mM 0,1016 £0,0213 0,1393 £0,0192 0,1881+0,0259 25/27/27
10 mM 0,1537 £0,0271 0,2732 +0,0708 0,2440 +0,0487 27/22/30
13 mM 0,8800 £0,2391 0,7125+03319 0,5150 £0,1027 4/4/4
16 mM 0,3765 +0,1218 0,1206 +0,0240 0,1683 +0,0350 17/18/18
24 mM 0,0792 £0,0170 0,1475 +£0,0369 0,2342 £0,0517 12/12/12

Tab. 6 Mittelwerte und Standardabweichung des Kupfers in den 3 untersuchten Regionen in P.

drummondii
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Abb. 14 Box-Plot der Kupferverteilung in der Kontrolle von P. drummondii

Abb. 15 Box-Plot der Kupferverteilung in P. drummondii des 0,1 mM Cu-EDTA Ansatzes
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Abb. 16 Box-Plot der Kupferwerte von P. drummondii des 1 mM Cu-EDTA Ansatzes
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Abb. 17 Box-Plot der Kupferwerte von P. drummondii des 24 mM Cu EDTA Ansatzes

Die Eisengehalte zeigen hingegen nur bei 0,] mM Fe-EDTA (Abb. 18) zwischen Basis
und Mitte einen signifikanten Unterschied. Bei den anderen Konzentrationen (Tab. 7)

sowie der Kontrolle kann keine Unterscheidung getroffen werden.
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Fe Medien Basis Mitte Spitze n
Kontrolle 0,1200 +0,0159 0,0867 +0,0136 0,0819 +0,0071 15/15/16
I M 0,0756 +0,0062 0,0728 +0,0052 0,0586 +0,0044 16/18/14
10 yM 0,1078 £0,0262 0,0838 +0,0118 0,0863 +0,0189  9/8/8
0,1 mM 0,0425 +0,0025 0,0650 +0,0087 0,0700 +0,0041  4/4/4
1 mM 0,0835 +0,0057 0,0778 £0,0033 0,0859 £0,0000 20/18/17

Tab. 7 Mittelwerte und Standardabweichung des Eisens in den 3 untersuchten Regionen in P. drummondii
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Abb. 18 Box-Plot der Eisenverteilung in P. drummondii des 0,1 mM Fe-EDTA Ansatzes

Bei M. elongata zeigen die Werte, gegliedert nach Regionen, keine Unterschiede
zwischen der Kontrolle, 1 pM, 0,1 mM und 1 mM Cu-EDTA (Tab. 8). Nur die

Konzentrationen 10 mM und 0,1 M sind unterschiedlich, bei den Moosen vom 10 mM

Ansatz (Abb. 19) kann einerseits zwischen der Mitte und Spitze (hohe Signifikanz),

andererseits zwischen der Basis und Spitze (sehr hohe Signifikanz) unterschieden

werden. Bei 0,1 M (Abb. 20) kann zwischen der Basis und Spitze (hohe Signifikanz)

eine deutliche Abnahme beobachtet werden.
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Cu Basis Mitte Spitze n
Kontrolle 0,0443 +0,0084 0,0213 +0,0052 0,0250 +0,0063  7/8/8
1 M 0,0143 £0,00600 0,0200 +0,0050 0,0475 £0,0295  7/8/8
0,1 mM 0,0756 £0,0200 0,0775 £0,0424 0,0550 £0,0150  9/8/8
1 mM 0,0900 +0,0089 0,1750 +0,0378 0,2330 £0,1049  8/8/10
10 mM 0,3367 £0,0655 0,2592 +0,0453 0,0700 £0,0170 12/12/8
0,1 M 0,2841 +0,0673 - 0,1423 0,0511  17/-/13

wt% Kupfer

Abb. 19 Box-Plot der Kupferverteilung in M. elongata des 10 mM Cu-EDTA Ansatzes
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Tab. 8 Mittelwerte und Standardabweichung des Kupfers in den 3 untersuchten Regionen in M. elongat
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Abb. 20 Box-Plot der Kupferverteilung in M. elongata des 0,1 M Cu-EDTA Ansatzes

Die drei verschiedenen Regionen in den Moosen von den untersuchten Eisenansétzen
zeigten bei Kontrolle, 10 pM und 1 mM keine signifikanten Unterschiede (Tab 9).
Einzig in den Moosen des 0,1 mM Fe-EDTA-Ansatzes (Abb. 21) war ein erhohter
Gehalt an Eisen in der Basis zu erkennen. Es kann zwischen Basis und Mitte (hohe

Signifikanz) und Basis und Spitze (signifikant) unterschieden werden.

Fe Basis Mitte Spitze n
Kontrolle 0,0771 +0,0068 0,0663 +0,0065 0,0713 +0,0072  7/8/8
0,1 M 0,0863 +0,0096 0,0550 +0,0038 0,0750 £0,0158  8/8/8
1 M 0,0589 +0,0039 0,0613 +£0,0040 0,0536 +0,0068  9/8/8
10 uM 0,0725 £0,0144 0,0717 £0,0095 0,0900 £0,0177  4/6/8
0,1 mM 0,0814 +0,0059 0,0575 +£0,0037 0,0600 +0,00600 7/8/8
1 mM 0,1075 £0,0092 0,1429 £0,0484 0,1233 £0,0203  8/7/6

Tab. 9 Mittelwerte und Standardabweichung des Eisens in den 3 untersuchten Regionen in M. elongata
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ADbb. 21 Box-Plot der Eisenverteilung in M. elongata des 0,1 mM Fe-EDTA Ansatzes

Mit P. drummondii wurde ein Ansatz durchgefiihrt, um die kombinierte Aufnahme von
Eisen und Kupfer zu untersuchen. Dafiir wurden in das Medium sowohl Fe-EDTA als

auch Cu-EDTA mit einer Konzentration von 1 mM gemischt.

Der Vergleich der Gesamt-Kupfergehalte in den Moosen zeigt, dass die dem
Mischmedium entnommenen einen hoheren Gehalt (sehr hohe Signifikanz) an Kupfer
aufweisen als jene von den reinen Kupfermedien (Abb. 22). Die Verteilung innerhalb
der Moose zeigt eine Zunahme hin zur Spitze (Tab. 10). Statistisch signifikant kénnen
die Werte von der Basis von jenen der Mitte und der Spitze getrennt werden (Abb. 23).
Werden die Einzelwerte der drei Zonen untereinander verglichen, kann kein
Unterschied in den Gehalten der Basis festgestellt werden. Hingegen ist die Verteilung
in der Mitte hoch signifikanter unterschiedlich. In der Spitze ist ebenfalls eine

signifikante Unterscheidung moglich.

Medien Gesamt Basis Mitte Spitze n

FeCu-EDTA 0,3175 +£0,0601 0,1475 £0,0434 00,3525 +£0,0754 0,4525 +0,1454  24/8/8/8
Cu-EDTA 0,1441 +£0,0134 0,1016 £0,0213 0,1393 +0,0192 0,1882+0,0259 79/25/27/27

Tab. 10 Mittelwerte und Standardabweichung des Kupfers im Mischmedium und reinen Cu-EDTA
Medium von P. drummondii
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Abb. 22 Box-Plot des Kupfergehaltes in P. drummondii im Mischmedium und 1 mM Cu-EDTA Ansatz
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Abb. 23 Box-Plot der Kupferverteilung in P. drummondii im Mischmedium

Die Verteilung des Eisens zeigt ein umgekehrtes Muster (Tab. 11). Der Eisengehalt
nimmt von der Basis zur Spitze hin ab, allerdings ist diese Beobachtung statistisch nicht
belegbar (Abb. 24). Im Gegensatz zum Kupfer kann beim Vergleich zwischen den

Eisenwerten vom Mischmedium und dem reinen Eisenmedium kein signifikanter
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Unterschied beziiglich der Eisengehalte in den drei Regionen festgestellt werden (Abb.

25).

Medien Gesamt Basis Mitte Spitze n

FeCu-EDTA 0,0863 +0,0048 0,0975 +0,0075 0,0850 +0,0085 0,0763 £0,0080 24/8/8/8
Fe-EDTA 0,0824 +0,0036 0,0835 +0,0057 0,0778 +0,0033 00,0859 +0,0000 55/20/18/17

Tab. 11 Mittelwerte und Standardabweichung des Eisens im Mischmedium und reinen Fe-EDTA
Medium von P. drummondii
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Abb. 24 Box-Plot des Eisengehaltes in P. drummondii im Mischmedium und 1 mM Fe-EDTA Ansatzes
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Abb. 25 Box-Plot der Eisenverteilung in P. drummondii im Mischmedium

Da bei den Messungen zwischen Blittern und Stammchen unterschieden wurde, konnen
die Daten auf eine unterschiedliche Verteilung zwischen diesen beiden Organen hin

untersucht werden. Fir P. drummondii

8

Basis

Kupfergehaltes ermittelt worden (Tab. 12):

8

Mitte Spitze

sind folgende Werte beziiglich des

Cu Medien Blatt Stammchen n
Kontrolle 0,0413 £0,0041 0,0708 £0,0188  32/12
1 M 0,0457 £0,0066 0,0889 +0,0304  28/9
0,1 mM 0,0504 +0,0074 0,0800 £0,0202 48/11
1 mM 0,1341 £0,0145 0,1778 £0,0318 61/18
10 mM 0,2194 +0,0321 0,2300 +0,0666 65/14
13 mM 0,6344 +0,1624 0,9067 +0,2370 9/3
16 mM 0,1544 +0,0275 0,3986+0,1385 39/14
24 mM 0,1163 £0,0209 0,2656 +0,0598  27/9

Tab. 12 Mittelwerte und Standardabweichung des Kupfers in den Blatt und Stimmchen von P.

Mittels Mann-Whitney-Test konnte fir 1 mM (Abb. 26) ein signifikanter und fiir 16
mM (Abb. 27) sowie 24 mM (Abb. 28) ein hoch signifikanter Unterschied in den

Kupfergehalten festgestellt werden. Es zeigt sich durch die gesamte Messserie ein
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hoherer Wert im Stdmmchen als in den Bléttern. Bei den niedrigeren Konzentrationen

ist dieser allerdings nicht signifikant hoher.
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Abb. 26 Box-Plot der Kupferverteilung in P. drummondii des 1 mM Cu-EDTA Ansatzes
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ADbb. 27 Box-Plot der Kupferverteilung in P. drummondii des 16 mM Cu-EDTA Ansatzes
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Abb. 28 Box-Plot der Kupferverteilung in P. drummondii des 24 mM Cu-EDTA Ansatzes

Die Tabelle 13 zeigt die Messergebnisse fiir die Verteilung des Eisens in P.
drummondii. Bei der Kontrolle (Abb. 29) und dem 1 mM-Ansatz (Abb. 30) kann ein
hoch signifikanter Unterschied zwischen dem Eisengehalt in den Blittern und dem
Stimmchen festgestellt werden. In den Moosen der niedrigeren Konzentrationen war
dies hingegen nicht moglich. Wie schon bei den prédsentierten Kupferwerten zeigen

auch die Eisenwerte durchgehend einen hoheren Durchschnittswert im Stdimmchen.

Fe Medien Blatt Stammchen n
Kontrolle 0,0837 £0,0075 0,1317 £0,0175 32/12
1 M 0,0685 +0,0028 0,0823 +0,0083  34/13
10 M 0,0822 +0,0097 0,1214 +0,0323 18/7
0,1 mM 0,0544 +0,0041 0,0733 +0,0120 9/3
1 mM 0,0750 £0,0022 0,1062 +0,0113  42/13

Tab. 13 Mittelwerte und Standardabweichung des Eisens in Blatt und Stimmchen von P. drummondii
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Abb. 29 Box-Plot der Eisenverteilung von P. drummondii der Kontrolle
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Abb. 30 Box-Plot der Eisenverteilung bei P. drummondii des 1 mM Fe-EDTA Ansatzes

Die signifikanten Unterschiede der 1 mM Konzentration in den Kupfer- und in den

Eisen-Ansétzen konnten auch in dem Mischmedium (Fe und Cu 1 mM) wieder gezeigt

werden. Sie sind bei Kupfer signifikant und fiir Eisen hoch signifikant.
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Fiir die Verteilung des Kupfers innerhalb von M. elongata konnte nur fiir 10 mM (Abb.
31) ein signifikanter Unterschied zwischen den gemessenen Bléittern und den
Stimmchen ermittelt werden. Bei den iibrigen Ansdtzen sowie der Kontrolle kann
keiner festgestellt werden. Bis auf 0,1 mM (da hier die Messungen an den Stimmchen
nicht mdglich waren) ist in allen untersuchten Ansétzen ein hoherer Gehalt an Kupfer

im Stimmchen zu finden als in den Bléttern (Tab. 14).

Cu Medien Blatt Stammchen n
Kontrolle 0,0265 £0,0053 0,0383 £0,0048 17/6
1 M 0,0295 +0,0116 0,0100 +0,0100 21/2
0,1 mM 0,0745 £0,0187 0,0300 £0,0300 20/2
1 mM 0,1658 £0,0449 0,2350 £0,1450 24/2
10 mM 0,2048 +0,0325 0,4360 +0,1088 27/5

Tab. 14 Mittelwerte und Standardabweichung des Kupfers in Blatt und Stamm von M. elongata
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Abb. 31 Box-Plot der Kupferverteilung in M. elongata des 10 mM Cu Ansatzes

Bei Eisen war eine gleichmifBige Verteilung festzustellen (Tab. 15). Es konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen dem Eisengehalt in den Blétter und Stimmchen
gefunden werden. Die Mittelwerte zeigten nur einen etwas hoheren Gehalt in den

Stammchen als in den Blattern.
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Fe Medien Blatt Stammchen n
Kontrolle 0,0694 +0,0047 0,0767 +0,0067 17/6

0,1 .M 0,0719 £0,0074 0,0733 £0,0133 21/3
1 M 0,0567 £0,0028 0,0614 £0,0074 18/7
10 M 0,0777 £0,0115 0,0860 +0,0129 13/5
0,1 mM 0,0641 +0,0032 0,0700 +0,0113 17/6
1 mM 0,1200 £0,0187 0,1467 £0,0441 18/3

Tab. 15 Mittelwerte und Standardabweichung des Eisens in Blatt und Stamm von M. elongata

Ebenfalls im EDX-REM wurde untersucht, ob die Moose, welche auf Cellophanpapier
gezogen wurden, Kupfer aus dem Medium aufnehmen kénnen oder nicht. Die Versuche
zeigten, dass die Moose auf dem Cellophanpapier ein Wachstum haben, welches mit

dem der Moose auf Agar vergleichbar ist.

Cu n
Celophankultur 0,1952 +0,0404 25
Agarkultur 0,1536 +0,0238 36

Tab. 16 Vergleich der Kupferaufnahme in P. drummondii zwischen Agarkultur und Cellophankultur;
beide mit 24 mM Kupfer im Agar

Die Werte der Tabelle 16 zeigen, dass die Moose, welche auf Cellophan gewachsen
sind, einen dhnlich hohen Gehalt an Kupfer aufweisen. Der etwas erhohte Mittelwert ist

nicht signifikant.

5.7 Cytologische Untersuchungen
5.7.1 Neutralrotfarbung

Die durchgefiihrte Untersuchung mit Neutralrot hatte den Sinn, saure Kompartimente,
im bestimmten Fall die Vakuole, darzustellen. Es konnte eine deutliche Farbung der
Vakuole in den Protonemazellen erzielt werden (Abb. 32). Im gleichen Zeitraum
zeigten die Blattzellen keine Aufnahme des Farbstoffes (Abb. 32 B). Die schnelle
Aufnahme des Farbstoffes in den Protonemazellen kann bis zu deren Ursprungszelle am
Stimmchen verfolgt werden (Abb. 32 A). Nach 10 Minuten war der Farbstoff
vollstindig aufgenommen (Abb. 32 D; Abb. 33 A). Diese Ergebnisse konnten mit dem

Farbstoff mit einem pH-Wert 7 erzielt werden. Bei pH 4 konnte hingegen nur eine
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Féarbung der Protonemazellen beobachtet werden (Abb. 32 B). Auch nach 30 Minuten

konnte nicht einmal eine Fiarbung der Zellwidnde bei den Blattzellen gefunden werden
(Abb. 32 C).

Abb. 32 Neutralrot P. drummondii, A; B; C; D bei pH=7; D nach 10 Minuten
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Abb. 33 P drummondii A pH 7 nach 10 min; B pH 4 nach 1 min; C pH 4 nach 30 min;
M. elongata D pH 7 nach 1 min; E pH 7 nach 30 min; F pH 7 nach 20 min
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5.7.2 Fluoreszenzfarbstoffe

DiOCg: Mithilfe dieser Farbung kann neben der Darstellung des Membransystems
(Abb. 34 G;H) auch die Bewegung der Mitochondrien in einer Caulonemazelle mit
Spitzenwachstum dargestellt werden (Abb. 34 A-F). Es handelt sich hier um einen Z-
Scan im CLSM. Wihrend des Scannens verldngerte sich die Zelle und die

zusammengesetzten Ebenen verdeutlichen die hohe Organellendichte in der

Spitzenregion. In Chloronemazellen sammeln sich sie Organellen an den Zellwinden

zweier benachbarter Zellen an (Abb. 34 G; H).
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Abb.34. CLSM-Bilder, DiOC¢-Farbung 5 pg/l fiir 10 min A-F Caulonemazelle, mit Spitzenwachstum,;
G-H Chloronemazellen; Balken = 20 um
FM1-43: Auch mit diesem Membranfarbstoff ist eine Darstellung des Membransytems
in den Protonemazellen moglich (Abb. 35 A-D). Mittels Pulse-Farbung (5 Minuten
Féarbung, danach kurz Auswaschen) ist es moglich die Vesikel in der Zelle zu verfolgen.
Das erste Bild wurde nach insgesamt 10 Minuten nach Beginn der Prdparation
aufgenommen. Die Aufnahmen alle 5 Minuten lieferten keine guten Ergebnisse. Wie
die Bilder E-K in Abbildung 35 zeigen, kann keine eindeutige Wanderung der Vesikel

beobachtet werden.
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Abb. 35. CLSM, FM1-43 8 uM A-D Fluoreszenz des Membransystems nach Farbung mit FM1-43,
E Spitzenzelle unterlegt mit Transmissionsbild; F-K Impulsfarbung, erstes Bild nach 10min
(Préparationszeit), Bilder in 5 min Schritten; L Membransystem gefarbt — deutliche Lage des Zellkerns zu
sehen
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Rhodaminl23: Die Firbung der Mitochondrien mit Rhodamin 123 bei einer
Konzentration von 5 pg/ml in den Zellen des Protonematas hat eine sehr gute Qualitit.
Ebenso konnen die Mitochondrien auch in Knospen gezeigt werden (Abb. 36). Es wird
deutlich, dass sich die Mitochondrien haufig an die Chloroplasten anlegen. Aufgrund

der guten Ergebnisse wurden hohere Konzentrationen nicht mehr ausgetestet.
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Abb. 36. CLSM, Rhodamin123 A,C Chloronemazelle nur Mitochondrien; B,D-E Overlay mit den

Chloroplasten; F Knospenbereich

5.7.3 Protonemawachstum

5.7.3.1 Zelllangen

Fir den Vergleich der Zelllingen von Chloronemata und Caulonemata von P.
drummondii und M. elongata wurden von beiden Arten Fliissigkulturen mit
Kontrollmedium und 10 mm Cu in Kiivetten hergestellt. Nach 4 Wochen wurden mit

Hilfe des Cell-D Programms die Zelllingen vermessen und statistisch ausgewertet.

Die ermittelten Langen =zeigen, dass zwischen den beiden Protonema-Arten,
Chloronema und Caulonema, eine deutliche Langendifferenz besteht. In der folgenden
Tabelle (Tab. 17) sind die Mittelwerte fiir P. drummondii und M. elongata zu sehen. Bei
der Auswertung des Mittelwertes wurden vorher alle Messungen der Spitzenzellen

entfernt.

P. drummondii M. elongata
Kontrolle L (um) L (um) n
Chloronema 93,2303 +2,2621 55,707 +1,3076 92/161
Caulonema 209,39 + 8,8864 182,041 + 10,6828 70/39

Tab. 17 Mittelwerte und Standardabweichung der Protonemazellldngen von P. drummondii und M.
elongata in der Kontrolle

Die gleichen Messungen wurden mit Protonemafdden durchgefiihrt, welche in 10 mM

Cu-EDTA gewachsen sind. Die Tabelle 18 listet die ermittelten Messungen auf.
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P. drummondii M. elongata
Cu-EDTA L (um) L (um) n
Chloronema 103,668 +1,6781 61,0887 +1,6339 129/84
Caulonema 202,245 +7,3995 292,865 +6,7587 33/21

Tab. 18 Mittelwerte und Standardabweichung der Protonemazellldngen von P. drummondii und M.
elongata in 10 mM Cu-EDTA

Beim Vergleich zwischen den Protonemazelllingen der Kontrolle und des
Kupferansatzes mittels Oneway ANOVA und den Post-Hoc-Tests Turkey-HSD und
LSD kann bei P. drummondii (Abb. 37) eine statistisch sehr hohe signifikante
Liangenzunahme bei den kupfer-gewachsenen Chloronemazellen festgestellt werden.
Dagegen zeigen die Caulonemazellen keinen signifikanten Unterschied und es kann von

einem Trend zu kiirzeren Zellen gesprochen werden.
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Abb. 37 Box-Plot der Protonemazellldnge von P. drummondii in der Kontrolle und dem 10mM Cu-EDTA
Ansatz

Die Chloronema- und Caulonemazellen von M. elongata weisen ebenfalls eine
Langenzunahme auf. Wobei hier die Zunahme der Zelllingen des Chloronemas nicht
als signifikant ausgewiesen wird, hingegen fiir die Caulonemazellen eine sehr hohe

Signifikanz ermittelt wurde (Abb.38).
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Abb. 38 Box-Plot der Protonemazellldnge von M. elongata in der Kontrolle und dem 10 mM Cu-EDTA
Ansatz

Im Vergleich zwischen den beiden untersuchten Arten hat P. drummondii die im
Durchschnitt ldngeren Zellen, sowohl bei den Chloronemata als auch bei den
Caulonemata. Im Kupfermedium gilt dies nur fiir die Chloronemazellen. Die

Caulonemazellen sind hier bei M. elongata deutlich ldnger (Abb. 39).
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Abb. 39 Mittlere Zellldngen der Protonemafdden von P. drummondii und M. elongata in der Kontrolle
und in 10 mM Cu-EDTA

5.7.3.2 Spitzenwachstum

Zur Dokumentation des Caulonemawachstums wurden Protonemafragmente auf
Deckglidsern mit Agar angewachsen. Im Mikroskop wurden Caulonemazellen gesucht
und mit dem Cell-D Programm alle 5 Minuten fiir 10 Stunden Bilder aufgenommen. Fiir

die bessere grafische Darstellung sind alle 20 Minuten zusammengefasst worden.
Der Zuwachs der untersuchten Caulonemaspitzen betrug im Kontroll-Ansatz

durchschnittlich 7,396 um (£ 0,267um) pro 20 Minuten in den untersuchten 10 Stunden
(Abb. 40).
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Abb. 40 Wachstum einer Caulonemazelle in der Kontrolle
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Abb. 41 Zuwachs pro 20 Minuten in der Kontrolle
Die Caulonemaspitzen des 10 mM Cu-EDTA Ansatzes (Abb. 42) zeigten im gleichen

Zeitraum einen durchschnittlichen Zuwachs von 7,436um (+ 0,316um).
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Abb. 42Wachstum einer Caulonemazelle in 10 mM Cu-EDTA
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Abb. 43 Zuwachs pro 20 Minuten in 10 mM Cu-EDTA

Das Wachstum des Caulonemas im 2 mM Eisenmedium (Abb. 44) zeigte ein

durchschnittliches Wachstum von 8,75um (£ 1,13).
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Abb. 44 Wachstum einer Caulonemazelle in 2 mM Fe-EDTA
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Abb. 45 Zuwachs pro 20 Minuten in 2 mM Fe-EDTA
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Der K-S-Anpassungstest auf Normalverteilung zeigte fiir die Daten der Kontrolle im
Gegensatz zum 10 mM Kupferansatz keine Normalverteilung. Daher wurde fiir den
weiteren Vergleich der beiden Proben der Mann-Whitney-U-Test herangezogen. Dieser
zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen dem Zuwachs der
Kontrolle und dem 10 mM Kupfer-Ansatz (Tab. 19). Zwischen der Kontrolle und dem 2
mM Eisen-Ansatz, sowie zwischen dem 10 mM Kupfer-Ansatz und dem 2 mM Eisen-

Ansatz war jeweils ein hoch signifikanter Unterschied (Abb. 46).

Medium Zuwachs (um/20min) n

Kontrolle 7,396 +0,266923 30
10mMCu 7,43567 +£0,315798 30
2mMFe 8,75 +1,131208 30
Tab. 19 Mittelwerte und Standardabweichung des Zuwachses in Kontrolle, 10 mM Cu-EDTA und 2 mM
Fe-EDTA
14
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Abb. 46 Box-Plot des Zuwachses in Kontrolle, 10 mM Cu-EDTA und 2 mM Fe-EDTA

Die folgende Tabelle (Tab. 20) zeigt den durchschnittlichen Zuwachs pro Stunde. Diese
wurde erstellt, um die ermittelten Daten mit jenen aus der Literatur besser vergleichen

zu konnen.
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Medium Zuwachs (umvh) n

Kontrolle 22,186 +1,19409 10
10mMCu 22,308 +0,95929 10
2mMFe 26,25 +2,9046 10

Tab. 20 Mittelwert und Standardabweichung des Zuwachses pro Stunde in Kontrolle, 10 mM Cu-EDTA
und 2 mM Fe-EDTA

5.7.4 Resistenzversuche

Die Resistenzversuche zeigten unter Betrachtung der unterschiedlichen Kulturbedingen
(Kontrolle, 10 mM Cu) keine deutlichen Verdnderungen hinsichtlich der Resistenz. Die
ermittelten Ergebnisse konnen der Tabelle 21 entnommen werden. P. drummondii zeigt
ab einer Konzentration von 10° M Cu-EDTA Plasmolyse und zu einem groBen Teil
lassen sich die Zellen bei dieser Konzentration auch wieder deplasmolysieren. Das gilt
fiir die Préparate der Kontrollplatten. Bei den Moosen von den Cu-EDTA-Platten
konnten Plasmolyse und Deplasmolyse bei mind. 50% der Zellen ab einer
Konzentration von 10™ M festgestellt werden. Fiir M. elongata eine gering héhere
Resistenz. Eine deutliche Plasmolyse ist ab einer Konzentration von 10> M Cu-EDTA

zu erkennen, sowohl in der Kontrolle als auch beim Cu-EDTA-Ansatz.

Art Ansatz 1M 10'M 10°M 10°M 10“M 10°M 10°M 10’M 10°M 10°M Kontr.
P.drummondii Kontr. + + + +1 +1 1 1 1 1 1 1
P. drummondii Cu + + + + +1 +1 1 1 1 1 1
M. elongata Kontr. + + +1 +1 1 1 1 1 1 1 1
M. elongata Cu + + +/1 +/1 1 1 1 1 1 1 1
Tab. 21 Ergebnisse der Resistenzversuche fiir Cu; 1: alle Zellen leben; +/1: 50% der Zellen lebend; + alle
Zellen tot
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Abb. 47 P. drummondii A-E; A-C auf Kontrolle gewachsen; E-F auf 10 mM Cu-EDTA gewachsen;
A Kontrolle; B 10° M Cu-EDTA; C 1 M Cu-EDTA; D 10* M Cu-EDTA; E 1 M Cu-EDTA;

M. elongata F-K; F-H auf Kontrolle gewachsen; I-K auf 10 mM Cu-EDTA gewachsen; F Kontrolle;

G 102 M Cu-EDTA; H 10" M Cu-EDTA; I 10° M Cu-EDTA; J 10 Cu-EDTA; K 10" M Cu-EDTA

Die Resistenzversuche mit Fe-EDTA zeigten sowohl fiir P. drummondii als auch fir M.
elongata die gleichen Grenzen. Diese liegen zwischen 102 und 10~ M (siehe Tab 22).
Es ist dabei anzumerken, dass der Zustand von M. elongata nicht so gut war (Abb. 48

D) und daher ein gewisser Unsicherheitsfaktor vorhanden ist.

Art Ansatz 1M 10*M 10°M 10°M 10“M 10°M 10°M 10’M 10°M 10°M Kontr.
P. drummondii Fe + + +1 +1 1 1 1 1 1 1 1
M. elongata Fe + + +/1 +1 1 1 1 1 1 1 1

Tab. 22 Ergebnisse der Resistenzversuche fiir Fe

Abb. 48 P. drummondii A-C; A Kontrolle; B 102 M Fe-EDTA; C 1 M Fe-EDTA;
M. elongata D-F; D Kontrolle; E 10* M Fe-EDTA; F 10" M Fe-EDTA
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5.8 Préaparation fur REM Bilder

Um den Habitus der Moose im REM moglichst naturgetreu zu dokumentieren, wurde
anstelle der Lufttrocknung die spezielle Methode des Schockeinfrierens und
anschlieBenden Gefriertrocknens ausprobiert. Die Proben wurden anschliefend mit
Gold bedampft.

Das Ergebnis dieser Priparationsmethode ist sehr gut. Die Zellen sind turgeszent und es
konnen die Moose (Abb. 49-51; 53-54) naturgetreu abgebildet werden. Wie an dem
Schnitt und auch an den Bruchstellen zu erkennen ist, werden durch das schockartige
Einfrieren im fliissigen Stickstoff auch das Plasma und die Organellen, zumindest die

groBen, wie Chloroplasten, sehr gut konserviert (Abb.52; 55-56).

200 pm 10 pm

Abb. 49 M. elongata Cu, Habitus Abb. 50 M. elongata Cu, Blatt Oberfldche

Abb. 51 M. elongata Kontrolle, Habitus Abb. 52 M. elongata Kontr., Stimmchen

Querschnitt
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500 pm

Abb. 53 P. drummondii Kontrolle, Habitus

20 um

Abb. 55 P. drummondii Kontr.,
Blattquerschnitt

Abb. 54 P. drummondii Kontr., Stimmchen
Oberflache, Balken =5 pm

Abb. 56 P. drummondii Kontr.,
Detail Bl.-Querschnitt; Pfeile = Chloroplasten
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5.9 Anatomische Praparate

Die Querschnitte von P. drummondii (Abb. 58 A-F) zeigen nach einer duBersten
Zellschicht (=Epidermis) aus kleineren Zellen (Abb. 58 D) ein Gewebe von groBeren
Zellen (= Parenchym) (Abb. 57). Dieses schlieft in der Mitte einen Strang von
kleineren, diinnwandigeren Zellen ein (Abb. 58 F). Nach (Frahm, 2001) konnte es sich
dabei um das sog. Hadrom handeln. Bei der Epidermis sind Ansétze einer Verdickung

der Zellwinde zu erkennen, in diesem Fall wire von einem Stereom zu sprechen.
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Epidermis Parenchym

Abb. 57 Box-Plot der Zellbreite von Epidermiszellen und Parenchymzellen von P. drummondii

Bei Mielichhoferia elongata sind die geschnittenen Pflanzen in einem jungen Stadium.
Leider war die Orientierung der Moose im Paraffin nicht ganz klar zu erkennen und
daher sind die Anschnitte zum Teil in keiner geraden Ebene. Zu erkennen ist die

Vegetationsspitze mit ihrer dreischneidigen Scheitelzelle (Abb. 58 G).
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Abb. 58 A, B P. drummondii Querschnitte Toluidinblaufarbung; C, D P. drummondii ungeférbt (noch im
Paraffin); E, F Details; G M. elongata junge Pflanze, Langsschnitt, Toluidinblaufarbung; Detail —
Vegetationsspitze Balken = 50 um; H M. elongata Querschnitt, Toluidinblaufirbung
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6 Diskussion

6.1 Kaultivierung

Fiir die geplanten Resistenz- und Stressversuche war es zunédchst notwendig, die Moose
als sterile in-vitro Kulturen zu etablieren. Dazu wurden verschiendene Ansétze getestet.
Dabei zeigte sich, dass die Sterilisierung der Gametophyten von groBer Wichtigkeit ist:
Wie in den Ergebnissen ausgefiihrt, war dies von unterschiedlich gutem Erfolg. Am
effektivsten unter dem Gesichtspunkt der Keimfreiheit ist sicher HgCl,, allerdings ist
dessen toxische Wirkung auf die Moose ebenfalls sehr stark und es konnten daher nur
wenige lebende Moose in den Ansitzen erhalten werden. So kann fiir P. drummondii
und M. elongata die Sterilisierung mit einer Hypochloritlosung, wegen der guten
Oberflichensterilisation und Uberlebensrate, als geeignete Methode bei diesen beiden
Moosen angesehen werden. Fiir andere Moose muss die jeweils optimale Losung jedoch
empirisch herausgefunden werden, da es sich immer um eine Gradwanderung zwischen
Sterilisation und Uberleben der Moose handelt. So dokumentierten Sabovijevic et al.
(2003) ebenfalls Schwierigkeiten bei der Oberflichensterilisation von Moos-

Gametophyten.

Fir P.drummondii und M. elongata wurden sterile Kulturen angelegt. Beim
Umpflanzen kam es aber immer wieder zu Kontaminationen, besonders in den
Sommermonaten. Dies ist damit zu erklédren, dass in dieser Zeit eine groB3e Zahl von
Pilzsporen in der Luft ist, wodurch die Wahrscheinlichkeit einer Kontamination steigt.
Insbesondere bei M. elongata konnten immer wieder Pilzinfektionen beobachtet
werden. Da M. elongata ein deutlich langsameres Wachstum als P. drummondii
aufweist, waren auch die negativen Auswirkungen einer Pilzinfektion auf deren
Wachstum schwerwiegender. Auch das Auftreten von Bakterien in den Kulturen stellte
ein gewisses Problem dar. Zwar kam es durch die auftretenden Infektionen nicht zu
einer deutlichen Wachstumsminderung des Mooses, wie schon Pringsheim (1921)
feststellte, aber aufgrund der Vergleichbarkeit der Versuche und ihrer Ergebnisse sollte
auch eine mogliche Beeinflussung durch Infektionen ausgeschlossen werden. Die
Interaktionen von Bakterien mit Moosen und ihre Auswirkungen auf das Wachstum der

Moose werden bei Spiess et al. (1984) angefiihrt. So kdnnen die Bakterien, welche der
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Zellwand anhaften, bewirken, dass die Moose Verbindungen zu erzeugen, welche
atypisch sind oder normalerweise nur in geringen Konzentrationen vorkommen und
deren Wirkung eine Beschleunigung oder Verdnderung des Wachstums ist. Allerdings
schlossen Spiess et al. (1982) aus den Versuchen, das die Bakterien-Moos
Assoziationen nicht zuféllig sind. Daher ist anzunehmen, dass die zuféllig in die in vitro
Kulturen eingewanderten Bakterien keine oder eher nur negative Auswirkungen auf die
Moose haben. Nur zeigten sich solche bakteriellen Infektionen oft erst nach dem

Umsetzen wodurch unter Umstdnden eine ganze Generation verloren gehen kann.

Fiir eine erfolgreiche Kultivierung der Moose ist die Temperatur zu beachten (Furness
and Grime, 1982). Nach den gesammelten Daten zeigt sich fiir M. elongata eine
niedrigere Temperatur (Glashaus: 11-22 °C) gegeniiber P. drummondii (Labor: 22-27
°C) als empfehlenswert. Da M. elongata am Naturstandort an schattigen Stellen, wie
z.B. am Stolleneingang vorkommt, scheinen diese Bediirfnisse plausibel. P.
drummondii kommt hingegen an halbschattigen und sonnenexponierteren Stellen vor.
Die Lichtvehiltnisse (48 pmol.m?.s?) im Labor sind fiir die Kultivierung als
ausreichend anzusehen. Diese liegen zwischen den Literaturwerten 25 pumol.m-2.s-2

(Mallon et al., 2007) und 70 pmol.m™.s? (Hohe et al., 2002).

Bei Scapania undulata waren die Sterilisationsversuche weniger erfolgreich. Wie schon
bei den beiden Laubmoosen war die Behandlung mit HgCl, wirksam gegen Infektionen,
allerdings konnten bei diesem Ansatz wie auch bei der Behandlung mir Hypochlorid
keine iiberlebenden Moose erhalten werden. Die Wahl fiel daher auf ein anderes
géngiges Sterilisationsmittel, H,O,. Diese Methode brachte insofern Erfolg, als es nach
ca. 5 Monaten gelang eine sterile Kultur anzulegen, welche auch Wachstum zeigte.
Aufgrund dieses langsamen Wachstums wurden die weiteren Versuche nicht an
S.undulata durchgefiihrt. Die schlechten Ergebnisse fiir S. undulata konnen nun
einerseits mit einem schlechten Zustand des verwendeten Pflanzenmaterials erklirt
werden, da es oft nicht moglich war, gleich nach dem Sammeln Kulturen anzulegen und
die Aufbewahrung und der damit verbundene Stress zu einer Schwéichung sowie zum
Absterben eines gewissen Prozentsatzes fithren konnte. Da die Oberfldchensterilisation
auch einen hohen Stressfaktor mit sich bringt, kann es leicht zu einem Absterben der
Zellen kommen. Es ist dabei auch zu beachten, dass zu der Kultivierung von

Lebermoosen auf Agar wenig bekannt ist, und nicht sicher ist, ob dies eine gute
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Methode dafiir ist. Im speziellen gilt das fiir S. undulata, welches ein aquatisches Moos
ist. Eine Kultivierung nach diesem Ansatz ist jedenfalls nicht unmdoglich, da es in 2
Féllen gelungen ist. Allerdings war die Zeitspanne vom Einsetzen bis zum ersten
sichtbaren Wachstum, mit mehr als 2 Monaten, eine sehr lange, sodass in einem
angemessenen Zeitraum kein Kultivierungsprotokoll zu erstellen war. Nach der
zweimal gegliickten Kultivierung kann zumindest vermutet werden, dass S. undulata,
dhnlich wie M. elongata, eine niedrigere Temperatur bevorzugt. Da sie am
Naturstandort im bzw. am Bach vorkommt, ist eine stindige Kiihlung gegeben. So kann
das Temperaturoptimum um die 10°C betragen. Am Naturstandort kam es in Symbiose
mit ercoider Mykorrhiza vor (nach miindl. Mitteilung I.Lichtscheidl). Wegen der
durchgefiihrten Oberfldchensterilisierung wird diese vermutlich zerstort und eine
Kultivierung daher moglicherweise erschwert. Ein Versuch der Kultivierung ohne
Oberflachensterilisierung und geeigneten Antibiotika ist daher ein Ansatz, welcher in

Zukunft interessant ware.

Da die Nihrstoffaufnahme bei Moosen - neben der atmosphirische Perzeption -
hauptséchlich tiber das Caulonemata und die Rhizoide erfolgt (Duckett et al., 1998), ist
bei geringer Ausbildung dieser Organe auch von einer geringeren Aufnahme aus
zugehen. Es wurden 5 in der Literatur fiir Mooskultivierung angefiihrte Medien
verwendet. Die Wahl des Kultivierungsmediums erfolgte darauf hin, dass die
Ausbildung des Caulonematas gefordert wird. Soll Caulonemata induziert werden,
braucht es bestimmte Néhrstoffe, wie z.B. Phosphor, welche auf den Hormonhaushalt
einwirken und so das Wachstum steuern (Goode et al., 1992). Ob ein niedriger
Néhrstoffgehalt alleine geniigt um die Ausbildung des Caulonematas positiv zu
beeinflussen wird hingegen von Goode et al. (1992) kritisch betrachtet. Diese Ansichten
decken sich mit den Ergebnissen der Kultivierung auf modifiziertem Benecke-Medium
(Gang et al.,, 2003), welches einerseits geringe Konzentrationen an Stickstoff,
Magnesium und Calcium hat, aber die hochste Konzentration an Phosphor im Vergleich
zu den fiinf verwendeten Medien (Tab. 23). Die gute Ausbildung des Protonemas und
neuer Moospflanzen in einem relativen kurzen Zeitraum (3-6 Wochen) machte das
Benecke-Medium bevorzugenswert gegeniiber anderen gingigen
Mooskultivierungsmedien (Knop, BCD, MS). Die geringen Nihrstoffkonzentrationen
im modifiziertem Benecke-Medium sind fiir die Untersuchung des Schwermetallstress

auch insofern gut, da wie schon Simola (1976) angenommen hat, diese sog.
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Hungermedien zu einer sensitiveren Reaktion gegeniiber den Schwermetallen bei

Moosen fiihrten.

Medien (mg/l)

Nahrstoffe Heller  Knop BCD MS  Benecke
NH,NO, 1650 200
MgSO, . 7TH,0 250 250 264,47 370 100
KH,PO, 250 24496 170 400
KCI 750 250
Ca(NO,), . 4H,0 1000
FeSO, . 7HO 125 1251
CaCl, . 2H,0 75 440 100
KNO, 1,01 1900
CuSO, . 5H,0 0,05
ZnSO, . 7TH,0 0,05
H,BO, 0,62
Na MoO, . 2H 0 0,02
MnCl, . 4H,0 0,4
KJ 0,03
NaNO, 600
NaH PO, . HO 125
CoSO, . 7H,0 0,06
FeCl, . 6H,0 0,93

Tab. 23 Medienzusammensetzung (mg/1)

Auf die Verwendung von Phytohormonen wurde bei den Untersuchungen verzichtet. In
der Literatur sind mehrere Erkenntnisse zum Einfluss dieser auf das Wachstum, im
speziellen auf jenes des Protonemas zu finden. So beschreibt Bopp and Brandes (1964)
eine Forderung der Knospenbildung durch Kinetin, welches ab einer Konzentration von
Img/l in allen Zellen des Protonemas eine Bildung von Knospen bewirkt. Unter dieser
Konzentration werden nur wenige Zellen beeinflusst. Iwasa, (1965) fithrt zum Einfluss
des Kinetins allerdings an, dass zwar ein eindeutiger Effekt des Kinetins auf die
Morphogenese des Protonemas festgestellt werden kann, jedoch die durch das
Phytohormon induzierten Knospen abnorm sind. Diese stellten ihr Wachstum in einer
spateren Entwicklungsphase ein und zeigten bis dahin ein anormales Wachstum. In
dieser Arbeit wurde auch gezeigt, dass andere giingige Phytohormone, wie IAA, NAA,
2,4-D oder Gibberelinsdure keine Induktion einer Knospenbildung im Protonema
bewirken. Alle bis auf 2,4-D fiihrten bei geringer Konzentration zu einer Unterdriickung
des Protonemawachstums. Diese Unterdriickung sowie die variierende Morpholgie
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unter dem Einfluss von Phytohormonen wiirde es schwierig machen, die speziellen

Auswirkungen der Schwermetalle auf Morphologie und Wachstum zu erkennen.

Als Alternative zu den Agarkulturen, vor allem fiir lingere Kultivierungen und groBere
Mengen, konnen auch Fliissigkulturen hergestellt werden. Diese wurden hier nur im
geringen Ausmafl verwendet, aber es konnte zumindest mit P. drummondii gezeigt
werden, dass diese relativ problemlos und einfach zu erhalten sind. Einzig ein
Medienaustausch bzw. Erneuerung alle 2 bis 3 Wochen waren nétig. Ein zusétzliches
Schiitteln zur Anreicherung zur O, war hingegen nicht notwendig. Es konnte hier, wie
schon Pringsheim (1921) bei seinen Studien gezeigt hat, nicht nur ein Wachstum von
Protonema sondern auch Knospenbildung beobachtet werden. Sidhu and Brown (1996)
beschreibt noch eine weitere Methode, die Wirkung verschiedener Schwermetalle auf
das Wachstum, ihre Toxizitdt sowie die Aufnahme zu untersuchen. Dabei werden die
Gametophyten der Moose auf einem Klebestreifen befestigt und so in eine Box mit dem
Medium gegeben. Allerdings wurde diese Methode nur mit groBeren Moos-Arten
durchgefiihrt (min. 2 cm grof3). Ob diese Methode fiir kleine Arten wie M. elongata
auch anwendbar ist miisste erst getestet werden, da die Gefahr besteht, dass sich das
fliissige Medium auBBen am Gametophyten hinauf saugt und dass die Oberfldche des
gesamten Mooses mit dem Medium benetzt wird. Beide Methoden sind fiir die
Fragestellung dieser Arbeit allerdings nicht anwendbar, da hier die Aufnahme iiber die

gesamte Oberflache vermieden werden sollte.

Da spezielle Lebensrdume wie alte Abbauhalden durch Sanierung im Verschwinden
sind (Smith, 1979) besteht fiir Methallophyten die Gefahr des Aussterbens. Daher ist
unter dem Gesichtspunkt der Arterhaltung ein vollstdndiges Kultivierungsprotokoll fiir
die beiden Moose von grofler Wichtigkeit. Insbesonders die Produktion von Sporen,
welche iliber lingeren Zeitraum gelagert werden konnten, hitte dabei eine tragende
Rolle. Allerdings ist Sporenbildung bei in vitro Kulturen nicht einfach und ist besonders
bei den untersuchten Arten, welche schon am Naturstandort wenig bis gar keine
Sporophyten bilden (Shaw, 1989), eine Herausforderung. Eine groBe Hilfe konnen
schon bekannte Methoden, wie fiir Physcomitrella patens (Cove and Knight, 2008) oder
Bryum argenteum (Chopra and Bhatla, 1981) etabliert, sein wobei sich zeigt, dass es je
nach Art groe Unterschiede beziiglich notwendiger Temperatur und Lichtverhéltnisse

fiir die Produktion von Gametangien gibt. Daher wire es auch notwendig zuvor die
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optimalen Verhéltnisse fiir die jeweilige Art auszutesten. So zeigte schon Rincon

(1993), dass je nach Art mehr oder weniger Licht ein besseres Wachstum bedingt.

6.2 Einfluss der Schwermetalle

Als Kupfersalz wurde Cu-EDTA gewihlt, da im Gegensatz zu anderen Cu-Salzen, wie
CuCl; oder CuSOy4 nur bei physiolosichem pH ausreichende Loslichkeit gegeben war.
Dariiber hinaus ist EDTA als Gegenion fiir sich allein rel. wenig giftig, sodass die
Auswirkungen des Cu-EDTA auf das Cu bezogen werden kénnen. Uber die
Verwertbarkeit dieser Verbindung durch die Moose ist allerdings keine Literatur
gefunden worden. Durch die von den Kaultivierungsversuchen gesammelten
Erkenntnisse, welche fir P. drummondii eine Toxizitit bei 0,1 M Cu-EDTA aufweisen,
zeigt sich ein Einfluss auf das Wachstum. Bei M. elongata wurde bei dieser
Konzentration noch Wachstum erzielt, jedoch ist dieses deutlich verlangsamt gegeniiber
den Ansidtzen mit geringeren Konzentrationen an Kupfer, der Phianotyp ist kleiner und
eine gestauchte Achse ist zu erkennen. Jedoch ist diese Interpretation mit Vorsicht zu
genieBlen, da die einzige erfolgreiche Kultivierung von M. elongata auf einem Medium
mit der Konzentration von 0,1 M nur in einer Klimakammer mit deutlich besseren
Lichtverhéltnissen erfolgreich war. Die phénotypischen Unterschiede auf den jeweiligen
Medien zu interpretieren, ist aufgrund der Variabilitit der Moose in den Kulturen leider
kaum moglich. So sind nach Sabovijevic et al. (2003) klare Aussagen {iber
Wachstumsidnderungen auch bei den bekannten Modellmoosen Physcomitrella patens
und Funaria hygrometrica nicht einfach, da Variabilitdt beziiglich Wachstum und

Entwicklung sehr grof ist.

Im Unterschied zu den Versuchen mit Kupfer zeigt sich bei der Kultivierung auf Fe-
EDTA fiir beide Moose die gleiche Toxizitdtsgrenze, welche zwischen 1 mM und 10
mM liegt. Auf den Ndhrmedien mit 1 mM Fe-EDTA zeigte sich bei P. drummondii
Wachstum, welches im Vergleich zu der Kontrolle und den niedrigeren
Konzentrationen nur eine geringe Minderung aufwies. Hingegen ist bei M. elongata
doch ein groBerer negativer Einfluss zu sehen. Die allgemeine niedrigere Toleranz
gegeniiber Eisen kann damit erkliart werden, dass auch auf den Naturstandorten nur ein
geringer Gehalt an mobilen Eisen vorkommt. Daher liegt nur eine geringe Adaption an

diese Werte vor.

85



6.3 Resistenz

Bei der Resistenz ist anzumerken, dass die Ergebnisse (Tab. 24) mit Vorsicht zu
genieBen sind, da die Lebendbestimmung mittels Plasmolyse und Deplasmolyse nicht
immer eindeutige Resultate liefert. So kann der Effekt, welcher in der Literatur (Url,
1956) als Todeszonen beschrieben wird, auftreten. Hier kann zunéchst ganz normal ab
einer bestimmten Konzentration einer Schwermetalllosung das Absterben der Zellen
festgestellt werden. Allerdings wird dann bei einer noch hoheren Konzentration der
Grofteil der Zellen lebend vorgefunden. Url (1956) erklirte diesen Effekt damit, dass
sich eine schiitzende Schicht an der Plasmalemmaoberfliche anlagert, welche das
weitere Eindringen des Metalls verhindert. Die Vergleichbarkeit der Versuche aus der
Literatur (Url, 1956, Saukel, 1980, Hormann, 2001 und Hus, 2008) ist nur bedingt
gegeben, da bei deren Versuchen als Gegenion Sulfat genommen wurde. Trotzdem kann
eine dhnliche Resistenzhohe festgestellt werden. So liegt die ermittelte Resistenz fiir
Kupfer im Bereich von 107 bis 10° M bei M. elongata, was sich mit den Ergebnissen
von Hus (2008) deckt und ebenfalls mit jenen von Url (1956) iibereinstimmt. Hingegen
liegen die Resistenzwerte von P. drummondii aus den in vitro Kulturen mit 10~ bis 107
M etwas hoher als bei Hus (2008), welche eine Schidigung ab 10° M beobachten

konnte.

Dass keine deutliche Verschiebung der Grenzen zwischen Moosen aus der Kontrolle
und den Kupferansétzen festgestellt werden konnte, liegt wohl in erster Linie daran,
dass hier keine weitere Adaption an hohere Schwermetallkonzentrationen moglich war,
da die genetisch festgelegten Grenzen schon ausgereizt wurden. Es kann nach Biebl
(1949) von einer 6kologischen Resistenz des Plasmas gesprochen werden. Um eine
Verschiebung der Toleranzgrenzen zu erzielen, sind voraussichtlich groBBere Zeitrdume
notwendig und eine sexuelle Reproduktion. Unter Anbetracht der evolutioniren
Prozesse, welche zur Ausbildung einer Metall-Toleranz bei untersuchten Populationen
von Ceratodon purpureus fiihrten und dafiir ca. 90 Jahre brauchten (Jules and Shaw,

1994), kann von einem ldngerem Zeitraum dafiir ausgegangen werden.

Ahnlich wie beim Kupfer verhalten sich die Moose beim Eisen. Im Vergleich mit den
Ergebnissen von Hus (2008) konnte fiir P. drummondii eine etwas hohere Grenze
ermittelt werden (zwischen 102 und 107 gegeniiber 10%). Bei M. elongata ist sie
hingegen gleich hoch (107 M).
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Kupfer Eisen
Agar Resistenz  Boden [ppm]  Agar Resistenz Boden [ppm]

P. drummondii 31 mM 1 mM 6370/830 I mM 10 mM 55650/40
M. elongata 0,1 M 10 mM 3870/710 1 mM 10 mM 109800/50

Tab. 24 Gegeniibstellung der Wachstumsgrenzen auf Agar, den Resitenzversuchen und Cu bzw. Fe

Gehalten am Naturstandort nach (Hus, 2008); Bodenwerte in ppm - Gesamtgehalt/mobile Faktion

Uber die genaueren Mechanismen der Resistenz gegen die Schwermetalle kann hier
leider noch keine Aussage getroffen werden. Vorallem ob das in hoheren Pflanzen
beschriebene System der Phytochelatine dabei eine Rolle spielt, wire fiir weitere
Untersuchungen eine interessante und wichtige Fragestellung. Rother et al. (2006)
haben fiir P. patens unter Cd*" Stress eben dieses nicht gefunden. Es ist daher zu kléren,
ob es bei den Laubmoosen iiberhaupt vorhanden ist, und falls nicht, welche

Mechanismen statt dessen wirksam werden.

Beim Vergleich zwischen den Grenzen am Agar und der plasmatischen Resistenz ist zu
beachten, dass die Schwermetalle im Agar nicht vollkommen verfiigbar vorliegen. So
geben die Messergebnisse der AAS eine Verfligbarkeit von Kupfer um 50% an. Damit

liegen die ermittelten Grenzen zumindest beim Kupfer weniger weit auseinander.

6.4 Elementanalyse

Die Ergebnisse der Elementanalyse geben die in den fritheren Arbeiten von Hérmann
(2001) und Hus (2008) vermutete Kupfertoleranz sowie Kupferaufnahme der Moose P.
drummondii und M. elongata wieder. Allerdings konnen bei weitem nicht so hohe
Gehalte ermittelt werden wie bei den vom Naturstandort entnommenen Exemplaren.
Die Aufnahme von Eisen kann, bis auf eine Ausnahme (siche M. elongata) {iberhaupt
nicht gesichert nachgewiesen werden.

Agar-Kultur [wt%] Naturstandort [wt%]

P. drummondii Cu 0,8800 +0,2391 20,6
Fe 0,1200 +0,0159 5,8

M. elongata Cu 0,3367 +0,0655 22,8
Fe 0,1075 +0,0092 134

Tab. 25 Vergleich der Basisregion von P. drummondii und M. elongata auf Agar und vom Naturstandort
nach (Hus, 2008)
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Die Unterschiede (Tab. 25) zwischen den in vitro Moosen und jenen vom Naturstandort
werden deutlich, wenn die Maximalwerte verglichen werden. Die Arbeit von Hus
(2008) beschreibt bei P. drummondii Werte von 20,6 wt% bzw. 27.550 ppm (Basis)
Kupfer und fiir Eisen 7,9 wt% bzw. 28.400 ppm (Mitte), und bei M. elongata 22,8 wt%
bzw. 11.900 ppm (Basis) Kupfer und fiir Eisen 15,6 wt% bzw. 36.380 ppm (Mitte),
hingegen konnten bei den in vitro gewachsenen Moosen nur Hochstwerte von 0,88 wt%
(bei P. drummondii) bzw. 0,33 wt% (bei M. elongata) fiir Kupfer erzielt werden. Die
hoéheren Werte konnen nicht dadurch erklart werden, dass die Moose an ihrem Standort
vom Wasser, welches aus dem Stollen kommt, umspiilt werden. Die Untersuchungen
von Hus haben nur einen geringen Gehalt fiir Kupfer und einen praktisch unter der
Nachweisgrenze befindlichen Eisenwert ergeben. Stummerer (1970) beschreibt eine
passive Aufnahme von Kupfer. Die Kupfer-lonen werden in den Zellwinden adsorptiv
gebunden. In ihren Untersuchungen wurde ein Zusammenhang mit dem Wasser,
welches die Moose iiberspiilt, festgestellt. Jene Polster von Mielichhoferia sp., die nicht
regelméfBig mit Wasser aus dem Stollen in Beriithrung kamen, wiesen einen deutlich
geringeren Gehalt an Kupfer (190 ppm gegeniiber 2.640 ppm) auf. In der Arbeit von
Vazquez et al. (1999) werden ebenso die hohen Gehalte von Schwermetallen, welche in
der Zellwand présent sind, beschrieben. Als Grund dafiir wird das Vorhandensein einer
grolen Anzahl an Kationen-Austausch Stellen angegeben und eine Adaption um das
Uberleben in Gewiéssern mit hohen Schwermetallbelastungen zu erleichtern angefiihrt.
Die nun vorliegenden unterschiedlichen Werte kdnnen auf verschiedene Weise zustande
gekommen sein. Da am Naturstandort andere Licht- und Temperaturverhéltnisse
(gemessen fiir M. mielichhoferia, Moosrasen 7 mm tief, max. ~18°C (Saukel, 1980))
herrschen sind kann von einem langsameren Wachstum und somit einer liangeren

Aussetzung sowie Akkumulation des Schwermetalls ausgegangen werden.

Neben abiotischen Faktoren, welche hier ins Spiel kommen, sind auch noch mdégliche
dufere Verunreinigungen, welche nicht ganz entfernt werden konnten und daher die
Messungen verfilschten, in Betracht zu ziehen. Diese Schwierigkeit beschreiben auch
Aikawa et al. (1999) auch in ihrer Arbeit und verweisen darauf, dass Satake et al.
(1988), um dieses Problem zu minimieren, riet, mehrere Methoden, wie EDX-
Fluoreszenz-Spektroskopie und EDX-Mikroanalyse in Verbindung mit REM und TEM
durchzufiihren.
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Beziiglich der Kupfermessungen bei P. drummondii kann von einer Aufnahme
gesprochen werden, welche nicht linear ist, sondern eine Sattigung (bei 13 mM) erreicht
(Abb. 59). D.h. ab diesem Zeitpunkt nimmt die Pflanze trotz hoherem Angebot kein

Kupfer mehr auf. Im Vergleich zur Maximalaufnahme kommt es sogar zu einer
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Abnahme. Ein moglicher Grund dafiir kann eine negative Beeinflussung der

Aufnahmemechanismen durch das vorhandene Kupfer sein.
Die von Hus (2008) und Hormann (2001) gemessenen hoheren Kupfer-Werte in der
Basis konnen hier nur bei den niedrigeren Konzentrationen festgestellt werden. Bei der

hochsten Kupferkonzentration wurde hingegen ein signifikant héherer Kupferwert in

den jungen Teilen, also in der Spitze, festgestellt (Abb. 61).
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Abb. 61 P. drummondii Kupferaufnahme nach Regionen aufgeteilt, rote Balken = Standardabweichung
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Abb. 62 M. elongata Kupferaufnahme nach Regionen aufgeteilt, rote Balken = Standardabweichung

Im Vergleich zu P. drummondii kann bei M. elongata keine ,,Spitze in der Aufnahme
von Kupfer festgestellt werden, sondern zeichnet sich eher eine Séttigung in Form eines
Plateaus ab (Abb. 62). Da allerdings die kleinen Zwischenschritte, welche bei P.
drummondii angesetzt wurden, nicht vorhanden sind, kann nicht génzlich
ausgeschlossen werden, dass ein Spitzenaufnahmewert auch bei M. elongata vorhanden

ist.

Hinsichtlich der Verteilung des Kupfers innerhalb des Mooses zeigt sich ein
vergleichbares Ergebnis bei Hus und Hormann. Es kann, wenn auch nicht immer
statistisch signifikant, so zumindest ein Trend zu hoheren Gehalten an Kupfer in der

Basis festgestellt werden.

Da eine Eisenaufnahme bei beiden Moosen (Abb. 63-64) nicht ausgemacht werden
konnte (Ausnahme M. elongata bei 1 mM), muss in beiden Féllen von einem
Ausschluss dieses Metalls ausgegangen werden bzw. von eine stark kontrollierten
Aufnahme, welche die fiir die Aufrechterhaltung physiologischer Vorginge wichtige

Konzentration gewéhrleistet (sieche Einleitung).
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Interessant ist die erh6hte Aufnahme von Kupfer, wenn P. drummondii auf einem 1 mM
Fe-Cu-EDTA Mischmedium gewachsen ist. Hingegen blieb der Eisengehalt in den
Pflanzen konstant. Es kann also von einer einseitigen positiven Beeinflussung
gesprochen werden. Ein Zusammenhang zwischen Kupfer und Eisen ist bei hoheren

Pflanzen bekannt. So kann bei Triticum turgidum durum, welcher auf
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kupferkontaminiertem Boden wichst, eine signifikante Abnahme des Gehalts an Eisen

in der Sprossachse festgestellt werden (Michaud, 2008).

0,7
0,6 4

0,5

wt %

Gesamt Basis Mitte Spitze

@ FeCu-EDTA Cu B Cu-EDTA Cu B FeCu-EDTA Fe B Fe-EDTA Fe

Abb. 65 P. drummondii, Vergleich der Aufnahme von Cu und Fe in reinem und Mischmedium, rote

Balken = Standardabweichung

Aus den ersten Untersuchungen der Kultivierung auf Cellophan kann geschlossen
werden, dass diese Kultivierungsart eine vielversprechende Methode darstellt, um
Kontaminationen des Protonematas mit dem Agar zu vermeiden und die Aufnahme der

Schwermetalle zu messen.

6.5 Zellbiologische Untersuchungen

6.5.1 Morphologie

Die hier testweise durchgefiihrte Préparation mittels slush-freezing und
Gefriertrocknung lieferte sehr befriedigende Ergebnisse. Sie ist daher vorallem fiir die
Darstellung des Habitus im REM fiir dokumentarische Zwecke sehr zu empfehlen.
Nebenbei kann sie auch fiir weitere Untersuchungen verwendet werden. Da die Zellen
in einer Momentaufnahme ihres Zustandes dargestellt werden konnen, bietet sich die
Moglichkeit durch Aufbrechen der Zellen und anschlieBendes Messen Unterschiede von
z.B. Wand und Plasma beziiglich der Schwermetallkonzentrationen durchzufiihren. Und

damit die in der Literatur (Tyler, 1990, Shaw, 1989) beschrieben Mechanismen
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beziiglich der Schwermetalltoleranz, mit besonderem Augenmerk auf die Eigenheiten

der Bryophyten, zu vergleichen.

6.5.2 Fluoreszenz

Die durchgefiihrten Farbeversuche hatten im vorliegenden Fall nur Vortest Charakter.
Es sollte festgestellt werden, welche Methodik fiir die Protonemazellen am besten
geeignet ist. Hier wurden nur Standardfarbstoffe getestet, welche bei spéteren
Untersuchungen mit Schwermetallfarbstoffen kombiniert werden konnen. Leider ist
kein kupferspezifischer Farbstoff erhiltlich und so konnten in diese Richtung keine

Versuche durchgefiihrt werden.

Die Firbung mit DIOCs funktioniert sehr gut; mit 5 pg ml' konnen die
Membransysteme des ER deutlich dargestellt werden. McCauley and Hepler (1990)
filhrte eine Reihe von Untersuchungen beziiglich der Farbung des Endoplasmatischen
Reticulums (ER) in Funaria hygrometrica durch. Unter 1,0 ug ml" DiOCg(3) wurde
keine Firbung erzielt. Ab 1,0 ug ml' konnten sowohl das ER als auch andere
Organellen sichtbar gemacht werden. Die beste Darstellung gelang mit einer
Konzentration zwischen 2,5 bis 5 pg m™'. Allerdings war es nicht méglich nur das ER
spezifisch zu férben, sondern nur in Kombination mit den anderen Organellen. Die
Qualitdt dieser Firbemethode flir Membransysteme ermoglicht es aber die
verschiedenen Typen und Stadien der Protonemazellen zu unterscheiden (Duckett et al.,

1998).

Ebenfalls zeigt sich eine gute Anwendbarkeit des Rhodaminl23, welches eine
spezifische Farbung der Mitochondrien erlaubt. So konnte festgestellt werden, dass die
Mitochondrien und Chloroplasten hiufig eng beieinander liegen. Da die biochemischen
Ablaufe von Photosynthese und Atmung in einem direktem Zusammenhang stehen, ist
die rdumliche Beziechung von Chloropasten und Mitochondrien eine logische
Schlussfolgerung. Die Produkte von der Photosynthese, C¢H206 und O, stehen am
Anfang der Glykolyse. Das Produkt der Glykolyse, Pyruvat, wird in den Mitchondrien
weiter verarbeitet. Uber das Zwischenprodukt Acetyl-CoA, welches im Citratzyklus zur
Bildung von NADH+H  und FADH, beitrigt, kommt es schlieBlich in der

Atmungskette zur Elektroneniibertragung auf den Sauerstoff. Dabei kommt es zum

94



Aufbau eines Elektronengradienten, welcher die ATP-Synthase (oxidative

Phosphorylierung) antreibt.

Erfreulich ist die Anwendbarkeit von FMI1-43. Die Féarbung der Membranen
funktioniert so gut, dass das Spitzenwachstum anhand der Vesikelstromungen/-
bildungen zu untersuchen und auch mégliche Anderungen dieser, verursacht durch die

Einwirkung von Schwermetallen, einfach zu zeigen.

6.5.3 Protonemazelllangen

Bei den Messungen der Lange von Protonemazellen von P. drummondii bestétigen sich
die Ergebnisse der Wachstumsversuche insofern, als kein signifikanter Unterschied
zwischen der Kontrolle und den Zellen aus dem Kupferansatz zu erkennen ist. So kann
keine Beeinflussung, weder negativ noch positiv, bei den Caulonemazellen beobachtet
werden. Hingegen kann bei M. elongata eine deutliche positive Beeinflussung des
Wachstums erkannt werden. Dies trifft nicht nur auf die Caulonema-, sondern auch auf
die Chloronemazellen zu. Es kann hier also ein deutlicher Unterschied zwischen diesen
beiden Arten festgestellt werden, was die Reaktion auf die Zugabe von Kupfer im

umgebenden Medium betriftt.

3@ Kontrolle B Kupfer
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Chloronemata Caulonemata Chloronemata Caulonemata

Abb. 66 Vergleich der Zellldngen des Protonemas von P. drummondii und M. elongata unter Einfluss von

10 mM Kupfer, rote Balken = Standardabweichung
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Diese positive und in beiden Féllen nicht auftretende negative Beeinflussung ist doch
verwunderlich, da vor allem bei Kupfer von einer solchen auszugehen war. So
beschreibt z.B. Wainwright and Woolhouse (1977) fiir die Zellen der Streckungszone
von Agrotis tenuis Wurzel einen durch Kupfer bewirkten K™ Austritt und in Verbindung
damit Inhibierung des Streckungswachstums. Sawidis and Reiss (1995) stellten in ihren
Untersuchungen zur Wirkung von Schwermetallen auf das Wachstum von
Pollenschlduchen fest, dass es zu einer Anschwellung der Spitzen kommt, wenn diese
mit Cd*", Cu*" und Hg*" (konz. 3 uM und 100 uM) behandelt wurden. Heumann (1987)
zeigte bei Chara vulgaris eine Verdnderung der Feinstruktur der Internodialzellen bei
Anwesenheit der Metalle Cd*", Hg*" oder Pb*".

Als Reaktion gegen Pb stellten Krzeslowska and Wozny (2000) bei Funaria
Protonemata einen Anstieg an nieder-veresterten Pektinen, Callose und manchmal
Cellulose fest. Diese Substanzen formen eine Barriere gegen das Eindringen der Blei-
Ionen in den Protoplasten. Zusédtzlich treten Suberin (Sudan IV Férbung) oder
Sporopollenin auf, welche normalerweise nicht im Protonema vorkommen. Weiters
konnten zusitzliche Kompartimente gefunden werden, welche zur Ablagerung des

aufgenommenen Bleis dienen (Krzeslowska et al., 2009).

6.5.4 Spitzenwachstum

Das Streckungswachstum einer Zelle ist ein komplexes System, welches sich aus
Turgordruck und der Synthese der Wandbestandeile sowie hormonellen Faktoren
zusammensetzt. Die Toxizitét eines bestimmten Metalls resultiert auf den inhibierenden
Effekten auf zumindest einen von diesen Faktoren, oder wirkt indirekt tber

Stoffwechselaktivititen (Wainwright and Woolhouse, 1977).
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Abb. 67 Vergleich des Wachstums von P. drummondii in der Kontrolle, 10 mM Cu-EDTA und 2 mM Fe-
EDTA, Zuwachs ist in um pro Stunde Aufgetragen

Die ermittelte durchschnittliche Zuwachsrate der Caulonemazellen bei P. drummondii
betrdgt 22 pm/h in der Kontrolle sowie im 10 mM Cu-EDTA Medium bzw. 26 pm/h im
2 mM Fe-EDTA Medium. Die Werte in der Literatur weisen fiir das Spitzenwachstum
von Caulonemazellen Geschwindigkeiten von 20 bis 40 pm/h (Duckett et al., 1998) auf.
Letzterer Wert gilt fiir Caulonemazellen von Physcomitrella, welche im Dunkeln
gewachsen sind. Werte, welche sich auf eine Beeinflussung des Spitzenwachstums
durch die im Medium befindlichen Schwermetalle beziehen, konnten fiir Moose in der
Literatur nicht gefunden werden. Beeinflussungen des Spitzenwachstums konnten
allerdings bei anderen Zelltypen dokumentiert werden. So wurde bei Pollenschlduchen
einerseits bei Konzentrationen von 1 uM Kupfer sowie Eisen eine Stimulation des
Wachstums gesehen (Read et al., 1993), andererseits zeigten sich ab 10 uM
tiberwiegend toxische Effekte (Sawidis and Reiss, 1995).

Basile et al. (1995) dokumentierten ausfiihrlich die Wirkung von Blei auf die
Morphogenese des Protonemas von Funaria hygrometrica. Bei 10° M kommt es nur zu
einer Wachstumsverzogerung, hingegen zeigt 10° M eine Verinderung der Zellgestallt

und Organellenposition. Ab 10 M ist eine Reduktion des Protonema-Systems fest zu
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stellen, sowie eine Mehrzahl an Vakuolen und eine Verdnderung der Zellkernposition

(DAPI-Férbung).

Die Methode nach Jensen (1981) zur Dokumentation des Protonemawachstums hat sich
hier als gut geeignet erwiesen. Die diinne Agarschicht beeintrachtigt die Optik kaum
und es konnen die Strukturen noch deutlich abgebildet werden. Zusitzlich ist es
moglich das Wachstum iiber einen ldngeren Zeitraum zu verfolgen, hier iiber 10
Stunden, ohne das es zu Austrocknungserscheinungen kommt. Dies ist {iber so einen

langen Zeitraum bei Verwendung von fliissigem Medium fast immer der Fall.
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Ausblick

Basierend auf den Ergebnissen dieser Arbeit kdnnen verschiedenste Schwerpunkte
fiir nachfolgende Forschungsarbeiten erstellt werden. Bei dem Lebermoos Scapania
undulata ist immer noch die Erstellung eines Kultivierungsprotokolls erforderlich.
Dabei ist die Assoziation mit Bakterien am Naturstandort ein moglicher Faktor,
welcher dabei berticksichtigt werden sollte. Weiters ist auch eine Beeinflussung der
Bakterien bei der Schwermetalltoleranz ein interessantes Thema, worauf die

Aufmerksamkeit gelegt werden sollte.

Fir die weitere Forschung mit den beiden Laubmoosen P. drummondii und M.
elongata ergeben sich viele verschiedene Fragen. Eine dabei ist die Lokalisation
der aufgenommenen Schwermetalle. Dies ist eine sehr komplexe Angelegenheit
und bedarf einer Reihe verschiedener Methoden, wie z.B. EELS. Mit Hilfe dieser
Methode konnen die Metalle in Ultradiinnschnitten im TEM lokalisiert werden. Um
vorher schon eine gewisse Idee davon zu haben, in welchen Zellen gesucht werden
muss, kann mit Hilfe der Konfokalen-Laserscanning-Mikroskopie eine Lokalisation
von Schwermetallen erfolgen. Da es aber leider nicht fiir alle einzelnen
Schwermetalle einen spezifischen Farbstoff gibt, kann auf die, wegen der
aufwendigeren Priparation, zeitintensivere Elektronen-mikroskopie nicht verzichtet

werden.

Neben der Lokalisation ist auch eine genaue Bestimmung der Menge des
aufgenommen Schwermetalls von Interesse. Dazu ist es notwendig eine grofere

Mengen Moosmaterial mit AAS oder ICP zu messen.

Ebenso ist die weitere Untersuchung der genauen Abldufe und Verdnderungen des
Spitzenwachstums der Caulonemazellen bei Schwermetallstress ein Thema fiir

weitere Arbeiten.
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	4.2.6 Dokumentation: Das Wachstums wurde mit Fotos festgehalten. Es wurden dazu eine  Canon EOS 20D, Objektiv Digital Zoom 28-80 mm bzw. Olympus E 330, Objektiv Zuiko Digital 14-45 mm, 1:3,5 – 5,6, verwendet. 
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	4.4.2 Messung: Die Messung erfolgte mit der energiedispersiven Röntgenmikroanalyse an einem Rasterelektronenmikroskop (Philipps XL 20). Die Einstellungen waren: Arbeitsabstand 12; 30kV; Tilt 15; Take off Angle 27,21; Death Time ~30%; Lsec 100. Die Daten wurden mit dem Programm EDAX-Genesis gesammelt. Es wurden bei den Messungen die Elemente C, O, Na, Mg, Si, P, S, Cl, K, Ca, Fe und Cu berücksichtig. 
	4.4.3 Auswertung: Die somit erhaltenen Daten wurden aus dem Genesis Programm heraus gelesen und in eine Excel Tabelle überführt. Für die statistische Auswertung wurde SPSS verwendetet. Zunächst werden die Daten auf Normalverteilung hin untersucht. Wenn diese gegeben war konnten die Werte mittels ANOVA verglichen werden, andernfalls wurde der nichtparametrische Test nach Kruskal-Wallis zum Vergleich herangezogen. Werte mit einer Signifikanz von ,05 wurden als solche akzeptiert, Werte mit einer Signifikanz von kleiner als ,01 wurden als hoch signifikant und Werte kleiner als ,001 als sehr hoch signifikant angegeben. 
	4.5.1 Neutralrotfärbung: Mit dieser Methode sollen saure Kompartimente der Zelle sichtbar gemacht werden. Aus dem Pulver wurde mit deionisiertem Wasser eine 0.1% Lösung hergestellt und der pH-Wert auf 7 und pH 4 eingestellt. Einzelne Blätter, Stammstücke sowie Protonemafäden wurden in einen Tropfen Neutralrot auf den Objektträger gelegt und anschließend im Lichtmikroskop (Olympus BX41) untersucht. 
	4.5.2 Fluoreszenzfarbstoffe: Die folgenden verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe wurden im Konfokalen Laser Scanning Mikroskop untersucht. Um die mögliche Eigenfluoreszenz der Präparate zu ermitteln wurde ein Lambda-Scan mit den unbehandelten Zellen durchgeführt. Das Detektionsfenster umfasste dabei 20 nm. Der Scan umfasste die Bandbreite von 495 bis 750 nm bei 50 Schritten. Zur Anregung wurde die Wellenlänge bei 488 nm bei 45% Intensität verwendet. 
	4.5.2.1 Bei DiOC6 handelt es sich um einen Membranfarbstoff, der sich in Membranen einbaut, die ein Membranpotential aufweisen. Das ist der Fall bei der Kernhülle, den Plastiden, den Mitochondrien und dem Endoplasmatischen Reticulum (ER). Da bei Schädigung der Membran, zum Beispiel durch Schwermetalle, das Potential zusammenbricht, kann mit DiOC6 auch auf den Zustand der Zelle geschlossen werden. Es wurde aus einer Stoke-Lösung eine 5 µg/l Lösung hergestellt und die Pflänzchen für 10 Minuten eingelegt. Ohne Auswaschen werden die Objekte auf einen Objektträger gelegt und mit Vaseline versiegelt. Bei einer Anregungswellenlänge von 488 nm (Laser auf 50%) wurden die Detektionsfenster für DIOC bei 501-553 nm und für die Eigenfluoreszenz der Chloroplasten der Blattzellen bei 645-665 nm gewählt. 
	4.5.2.2 Rhodamin123: Es wurde eine 1mg/ml H2O Stoke-Lösung hergestellt. Aus dieser wurden 5 µg/ml Arbeitslösungen hergestellt. In diese Lösungen wurden die Pflänzchen für 5 Minuten eingelegt. Danach in dest. Wasser ausgewaschen. Die Objekte wurden mit Vaseline versiegelt. Da keine Voreinstellungen für Rhodamin123 vorhanden waren, wurde zuerst ein Lambda-Scan durchgeführt. Bei einer Anregung mit 488 nm (40%) konnte ein Maximum im Bereich von 526 bis 550 nm ermittelt werden. 
	4.5.2.3 FM: Bei diesem Versuch soll die Aufnahme des Farbstoffes FM1-43 untersucht werden. Dazu wurde eine 16 µM Stoke-Lösung mit dem Medium 1:1 gemischt. In dieses Gemisch, 8 µM FM1-43, wurden Protonemafäden gelegt. Im CLSM wurde zuerst das Detektionsfenster für den Farbstoff mittels Lambda-Scan festgestellt. Es wurde für die nachfolgenden Aufnahmen bei 580-600 nm eingestellt. Die Detektion für die Autofluoreszenz der Chloroplasten in den Protonemazellen wurde bei den Wellenlängen von 670-710 nm vorgenommen. Für die Pulse-Färbung wurden die Protonemafäden für 5 Minuten in den Farbstoff eingelegt und danach ausgewaschen. Alle 5 Minuten wurde ein Bild aufgenommen. 

	4.5.3 Protonemawachstum: Um das Wachstum des Protonemas zu dokumentieren und Vergleiche zwischen dem Wachstum in schwermetallfreiem und belastetem Medium anstellen zu können, wurden von Kontrollplatten Stämmchen mit Protonemafäden in flüssiges Medium überführt. Von diesen Kulturen wurde neues Protonema auf einen Objektträger mit einem Tropfen flüssigem Medium gelegt. 
	4.5.3.1 Längenmessungen: Die Zellenlängen der Protonemafäden werden im Cell-D Programm vermessen. Es wird dabei auf mögliche Unterschiede zwischen Chloronemata und Caulonemata sowie die Spitzenzellen und deren Nachbarzellen besonderes Augenmerk gelegt. Die Messungen erfolgten nach 4 Wochen Kultivierung. Danach wurde das Medium erneuert und bei späteren Messungen mittels statistischen Vergleichs sichergestellt, dass die beiden Messgruppen gleich sind. Die so gesammelten Daten wurden im SPSS statistisch ausgewertet. 
	4.5.3.2 Spitzenwachstum der Caulonemazellen: Die mit dem Protonema inokulierten Deckgläser wurden auf einen Objektträger gelegt und mit Vaseline umschlossen um eine Austrocknung des Präparates zu verhindern. Die so präparierten Objekte wurden im Olympus BX41 untersucht. Um das Wachstum zu dokumentieren wurde im Cell-D Programm die Funktion „Schnelle Bildaufnahme“ verwendet. Das Aufnahmeintervall betrug 5 Minuten und die gesamte Aufnahmelänge 10 Stunden. Es wurde eine geringe Lichtstärke (1,5 am Einstellrad) gewählt, um den Lichtstress zu vermindern. Die aufgenommen Bilder wurden einerseits als Einzelbilder, andererseits als Video (avi-Datei) abgespeichert. Zur Auswertung des Wachstums wurde der Zuwachs pro 20 Minuten vermessen. Dazu wurde dieser von den Einzelbildern auf eine Klarsichtfolie übertragen und mit einem Lineal vermessen. Die ermittelten Werte wurden im SPSS statistisch ausgewertet.      

	4.5.4 Resistenzversuche: Blättchen von P. drummondii und M. elongata wurden sowohl von Kontrollplatten entnommen und für 48 Stunden in Cu- und Fe-EDTA-Lösungen in den Abstufungen von 1 M, 10-1 bis 10-9 M sowie in aqua dest. (Kontrolle) in Schnappdeckelgläser eingelegt. Bei den Kupferansätzen wurden auch Moose von 10 mM Cu-Platten entnommen um mögliche Veränderungen der Resistenz zu untersuchen. Nach 48 Stunden wurden die Blättchen in einer 0,8 M D-Mannitol Lösung für mindestens 10 Minuten eingelegt um eine Plasmolyse auszulösen. Falls eine Plasmolyse festgestellt werden konnte, kamen die Blättchen anschließend noch in eine 0,3 M D-Mannitol Lösung, wiederum für ca. 10 Minuten, um eine Deplasmolyse zu bewirken. Um die Plasmolysen bzw. die Deplasmolysen festzustellen und zu dokumentieren, wurden mit den Blättchen Präparate hergestellt, welche im Olympus BX41 und im Reichert Univar untersucht wurden. Die Bilder sind in beiden Fällen im Cell-D Programm erstellt worden. 
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	7 Ausblick 
	Ebenso ist die weitere Untersuchung der genauen Abläufe und Veränderungen des Spitzenwachstums der Caulonemazellen bei Schwermetallstress ein Thema für weitere Arbeiten. 
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