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1. Grundgedanke — Einfiihrung
Diese Arbeit beschéftigt sich mit den Heavy-Metal-Fans unter den Pflanzen. Die Rede
ist nicht etwa von besonders musikbegeisterten Pflanzen, sondern von Pflanzen, die
Schwermetalle (engl. heavy metals) wie ein Staubsauger aus dem Boden saugen und
speichern konnen. Aufgrund dieser Féhigkeit sind diese Pflanzen, sogenannte
Hyperakkumulatoren, immer weiter in den Fokus der Forschung geriickt. Die Hoffnung
ist, dass viele der heutzutage mit Schwermetallen belasteten Boden mit Hilfe dieser
Pflanzen wieder benutzbar gemacht werden konnen. Vor allem stillgelegte Minen, alte
SchieBstinde, auf denen mit Bleikugeln geschossen wurde, Industriegebiete und Héafen
haben zu grofen Teilen verschiedenste Schwermetalle im Boden. Die meisten
Schwermetalle sind bereits in sehr geringen Mengen, andere in hohen Mengen toxisch
fiir Tiere und Pflanzen. Somit kdnnen belastete Boden nicht genutzt werden, oft werden
diese Geldnde auch abgesperrt, da der ldngere Aufenthalt fiir Menschen und Tiere in
diesen Gebieten gesundheitsgefdhrdend wire.
Bisherige chemische Verfahren zur Reinigung der Boden sind &duBlerst zeit- und
kostenintensiv. Die Hoffnung ist, in diesen Metall-akkumulierenden Pflanzen eine
effizientere und umweltschonende Alternative zu finden, die sogenannte
Phytosanierung.
Doch es gibt auch noch andere Moglichkeiten, sich diese Pflanzen zu Nutze zu machen.
Beispielsweise im Abbau gefragter Metalle. Bisherige Methoden, Metalle aus Erzen zu
gewinnen sind umweltschiddigend und funktionieren erst ab einer gewissen
Metallkonzentration im Boden. Hier wird also daran geforscht, mit Hilfe der
metallziehenden Pflanzen eine umweltschonendere Alternative zum bisherigen Bergbau
zu finden, die bereits bei kleinen Metallmengen im Boden moglich ist. Die
Metallgewinnung mittels Pflanzen nennt sich Phytomining.
Aus diesen Griinden bilden die metalltoleranten Pflanzen ein breites und
vielversprechendes Forschungsgebiet.
Das Ziel dieser Arbeit ist es, zuniichst einen Uberblick iiber die Anwendung von
Hyperakkumulatoren zu verschaffen und im Anschluss in einem in verschiedene
Einzelversuche gegliederten Versuch drei Senfarten in ihrer Metalltoleranz beziiglich
Kupfer und Zink zu vergleichen und zu schauen, welche Gene an der Metallaufnahme

beteiligt sind.



2. Vorstellung der Phytosanierung und des Phytomining
2.1. Definition der Begriffe ,,Phytosanierung® und ,,Phytomining*

Grundsitzlich bezeichnet die Phytosanierung Verfahren, bei denen Bodden oder
Gewdsser von  Schadstoffen  wie  beispielsweise  Schwermetallen  oder
Kohlenwasserstoffen, mit Hilfe von Pflanzen gereinigt werden. Verwendet werden
entweder von Natur aus Metall ziehende Arten oder gentechnisch so verdnderte
Pflanzen, dass diese groBere Mengen an Metallionen aufnehmen konnen. Solche
metalltoleranten ~ Pflanzen nennt man  Hyperakkumulatoren. Das  Wort
Hyperakkumulator heit wortlich iibersetzt ,,Uber-Speicher. Dieses Verfahren ist sehr
vielversprechend, da es eine umweltfreundliche und relativ effiziente Alternative zur
chemischen Sduberung kontaminierter Bdden darstellt. AuBerdem konnen die
wertvollen Metalle, nachdem sie aus dem Boden gezogen und in den Pflanzen
gespeichert wurden, mittels spezieller Verfahren wieder aus den Pflanzen extrahiert und
wiederverwendet werden. Dieser Prozess wird Phytomining genannt.

Es herrscht ein hoher Bedarf an diesen Schwermetallen, da sie in der Industrie in
verschiedenster Weise Verwendung finden. Hinzu kommt, dass sich aus getrockneten
metallhaltigen Pflanzen hergestellte Pulver als pflanzliche Katalysatoren verwenden
lassen, die beispielsweise bei der Herstellung vieler Alltagsgegenstinde genutzt
werden. !

Es gibt verschiedene Unterbegriffe der Phytosanierung. Die eine ist die Phytoextraktion,
die vor allem bei der Sanierung mit Metall belasteter Béden Anwendung findet. Hierfiir
werden Pflanzen verwendet, die die Metallionen aufnehmen, in ihre Blitter
transportieren und dort in hohen Konzentrationen speichern (Vgl. Abb. 1). Als
Phytodegradation hingegen wird eine Methode bezeichnet, bei der die Schadstoffe nicht
von der Pflanze aufgenommen, sondern in deren Wurzelwerk zerstért werden. Die
Pflanze saugt in diesem Fall die Schadstoffe an, und konzentriert sie somit im
Wurzelwerk. Im Boden beheimatete Mikroorganismen konnen sich so von ihnen
erndhren, sie in andere Substanzen umsetzen und so weniger schadlich bis unschédlich

machen (Vgl. Abb. 2).?

1 vgl. Spektrum
2Vgl. Arte - Futuremag
3vgl. Arte - Futuremag



2.2. Geschichte der Phytosanierung und Forschung

Die Idee der Phytosanierung gab es schon ftiih, bereits vor iiber 45 Jahren begann der

damalige Student Alan Baker seine Forschung an Hyperakkumulatoren, nachdem er bei

einem Spaziergang durch ein ehemaliges Bergwerk auf Pflanzen

gestoflen war, die trotz des dort stark belasteten Bodens wuchsen

und sogar bliihten. Er begann diese Pflanzen zu erforschen und

fand heraus, dass diese Pflanzen eben nicht nur auf dem

verseuchten Geldnde wuchsen, sondern dort auch die toxischen

Schwermetalle aus dem Boden zogen. Die Beobachtung, dass

einige der Pflanzen, auf die er stieB beinahe unglaublich hohe

Mengen an Metallionen aus dem Boden ziehen konnen, glaubten

ithm nur sehr wenige und hielten seine Ergebnisse fiir einen  Abbildung 3: Alan Baker,

Rechenfehler. Der amerikanische Agrarwissenschaftler Rufus Pionier des Phytomining
Chaney aber glaubt ihm, die beiden forschten gemeinsam weiter. Obwohl sich schnell
gezeigt hat, dass der Einsatz von Hyperakkumulatoren nicht nur einen 6kologischen
sondern auch einen 6konomischen Nutzen hat, da sich auf diese Weise seltene, teure
Metalle aus dem Boden ziehen lassen, hatten die Forscher eine lange Zeit Probleme
damit, Investoren fiir ihr Projekt zu finden. Lediglich eine Investmentfirma bot ihre
finanzielle Unterstlitzung an, wenn sie dafiir die Rechte an sédmtlichen Patenten von
eventuellen Erfindungen erhielte: Viridian Environmental. Die Forscher hatten durch
die finanzielle Unterstiitzung die Moglichkeit, Ende der 90er Jahre einen grof3
angelegten Versuch in Oregon durchzufiihren, der ihnen &uflerst positive Ergebnisse
liefert. Thre Berechnungen zeigen, dass Phytomining ein gewinnbringendes Geschift
ist. Allerdings brach Viridian den gesamten Kontakt ab, sowohl zu den Forschern als
auch zu Konzernen, die eine Zusammenarbeit wiinschten.
Die Forschung kam so zum Erliegen, da Viridian alle Patentrechte an den Techniken
besaB und jede kommerzielle Nutzung ausgeschlossen hatte. Somit gerieten
Phytosanierung und Phytomining in Vergessenheit. Nur sehr wenige Forscher forschten
weiter an den akkumulierenden Pflanzen, da die Pflanzen selber nicht patentiert werden
konnten.
2015 ist die 20-jahrige Giiltigkeit der entscheidenden Patente abgelaufen. Seitdem

erfahrt die Forschung im Bereich der Phytosanierung und des Phytomining einen gro3en



Aufschwung. Mittlerweile gibt es weit tiber die Welt verteilt Gruppen von Forschern,
die sich mit den Metallaufnahmefihigkeiten von Pflanzen beschiftigen.*>

Ein Beispiel hierfiir ist die franzosische Chemikerin Claude Grison, die in den Cevennen
auf einem stillgelegten Zink-Minengeldnde Sanierungsversuche durchfiihrt. Auf dem
Gelédnde ist die Blei-, Cadmium- und Zinkbelastung bis zu 800-mal hoher als die
erlaubten EU-Normen. Heutzutage ist dieses Gebiet weitfldchig abgesperrt, dennoch
tragen Wind und Regen die Giftstoffe in die Umwelt; es wurden bei Kindern in der
Anwohnerschaft auch schon Bleivergiftungen festgestellt. Der Anbau von
Lebensmitteln ist dort gdnzlich ausgeschlossen. Es herrscht also dringender Bedarf, den
Boden in diesem Gebiet zu sanieren. Ein Grund mehr, dort mit verschiedenen Metall-
akkumulierenden Pflanzen zu arbeiten und zu forschen. AuBlerdem arbeitet Grison viel
mit pflanzlichen Katalysatoren aus Hyperakkumulatoren. Eines ihrer Ziele ist
beispielsweise manganhaltige Katalysatoren herzustellen, die in Afrika vor Ort zur
Herstellung eines Medikamentes gegen Malaria verwendet werden kénnen.®’

Auch gibt es iiber die Forschung hinaus bereits Projekte, die die erforschten Techniken
tatsdchlich umsetzen.

Ein Beispiel dafiir ist die Renaturierung des Umfelds groBer Nickel-Minen in
Neukaledonien. Dort werden Hyperakkumulatoren zur Wiederbepflanzung der Gelénde
rund um die Minen verwendet, die sehr stark mit Nickel belastet sind, welches auf die
meisten Lebewesen eine stark toxische Wirkung hat. Die Pflanzen bilden hier einen
Erosionsschutz da der ansonsten kahle Boden sonst jeglichen klimatischen
Einwirkungen schutzlos ausgeliefert ist. Die Pflanzen dort haben aber noch einen
zweiten Nutzen: erntet, trocknet und verbrennt man die Pflanzen, so erhélt man Asche
mit hohem Anteil an Nickel, welches sich relativ einfach daraus extrahieren ldsst. Die
Pflanzen bilden hier also eine bodenschonende Alternative zum bisherigen
Metallabbau.

Ein anderes Projekt nutzt Phytomining bereits wirtschaftlich. Rund um das Ufer des
Ohridsees in Albanien sind die Bdden ebenfalls stark mit Nickel belastet. Hier werden
nun Felder mit dem dort bisher als Unkraut bekanntem Mauer-Steinkraut von den
einheimischen Bauern bewirtschaftet. Sie nutzen Methoden, die sie bisher fiir den

landwirtschaftlichen Ackerbau verwendet haben, um die Pflanzen auf den ,,Nickel-

4Vgl. Krause, Till

5Vgl. Westram, Heike
6vgl. Arte - Futuremag
7Vgl. Neubauer, Michael



Feldern noch besser gedeihen zu lassen. Die dort geernteten und getrockneten Pflanzen
werden an die franzdsische Universitdt Nancy exportiert, wo der Agrarwissenschaftler
Guillaume Echevarria Nickelsalze und -oxide aus ihnen extrahiert und verwertet. Die
Bauern konnen so mit dem ,,Unkraut* Mauer-Steinkraut Geld verdienen und nachhaltig

ihre Boden nutzen.®

3. Material und Methoden

3.1. Verwendete Pflanzen und einzubeziehende Tierarten

3.1.1. Vorstellung der verwendeten Pflanzenarten
Die drei verwendeten Senfarten gehdren alle zur Klasse der Zweikeimbléttrigen
(Dikotyledoneae), zur Ordnung der Kreuzbliitlerartigen (Brassicales), zur Familie der
Kreuzbliitler (Brassicaceae) und zur Gattung der Kohlpflanzen (Brassica).” Die im
Folgenden genauer vorgestellten Arten werden gewéhlt, da sie in bisherigen Versuchen
als Hyperakkumulatoren aufgefallen sind und zusétzlich leicht zu erwerben sind. Um
feinere Unterschiede zeigen zu konnen, werden drei Arten der gleichen Gattung
gewahlt, diese dhneln sich in Aufbau, Anforderungen an den Boden und das Klima
sowie in ithrem Stoffwechsel.

3.1.1.1. Brauner Senf — Brassica juncea
Der braune Senf ist eine einjdhrige, krautige Pflanze, die vor
allem in Asien, aber auch in anderen Teilen der Welt,
hauptsidchlich in den warmgemaBigten bis subtropischen
Klimaregionen, beheimatet ist.
In Europa, Nordamerika, Asien und Indien wird er als
Speisesenf, zur Speisedlgewinnung, in Asien auch als
Blattgemiise genutzt und angebaut.
Er hat eine Wuchshohe von 30 bis 100 c¢m, blitht von Mirz Abbildung 4:

bis Juni, Friichte findet man zwischen April und Juli, je nach ~ grafische
Darstellung des

Zeitpunkt der Aussaat. braunen Senfes

Die Bliiten des braunen Senfes sind gelb, vierblittrig und
endstindig. Die Blitter sind im unteren Bereich des Sprosses rundlich und werden nach

oben hin schmaler. '%!!

8 Vgl. Westram, Heike

9 Vgl. Wikipedia

10vgl. transGEN Datenbank
11 ygl. Wikipedia



Die Aussaat ist von Médrz bis August im Freiland moglich, allerdings sollte er vor
Anfang Mai ausgesdt werden, wenn man Friichte ernten mdchte. Mdchte man nur
Blétter ernten, so ist eine ganzjdhrige Aussaat moglich, je nach Temperatur und
Jahreszeit, im Freiland oder in Saatschalen auf der Fensterbank.'?
3.1.1.2. Schwarzer Senf — Brassica nigra

Der schwarze Senf ist eine einjdhrige Pflanze, die in

warmgeméaBigten bis subtropischen Klimaregionen angebaut

wird.

Verwendet wird er vor allem zur Herstellung von Speisesenf,

Senfol und Senfmehl, aber auch als Heilpflanze findet er

Anwendung.  Beispielsweise  fordern  Senfpflaster  die

Durchblutung, auch wird er bei Verdauungsschwiche und

) ) ] Abbildung 5:
Rheuma verwendet, da er eine anregende, antibakterielle, G afische
krampflosende und schmerzstillende Wirkung hat. Darstellung des

. .. . . . ) schwarzen Senfes
Er kann eine Wuchshohe von 150 cm erreichen, seine Bliitezeit

liegt zwischen Juni und August, bis zum Herbst entwickeln sich aus den Bliiten
schwarzbraune Samen in schmalen Schoten.
Die Bliiten sind gelb und vierbléttrig, sie sind endstéindig. Die Blétter sind behaart, auch
beim schwarzen Senf werden die Blitter vom Boden zur Spitze der Pflanze hin
schmaler, 131413
Die Aussaat ist von Médrz bis August im Freiland moglich, allerdings sollte er vor
Anfang Mai ausgesdt werden, wenn man Friichte ernten mdchte. Mdchte man nur
Blétter ernten, so ist eine ganzjdhrige Aussaat moglich, je nach Temperatur und
Jahreszeit, im Freiland oder in Saatschalen auf der Fensterbank.'®
3.1.1.3.  Athiopischer Senf — Brassica carinata
Wie der Name dieser einjdhrigen Senf Art bereits verrét, stammt der dthiopische Senf
aus Athiopien, ldsst sich aber dennoch auch in anderen Teilen kultivieren, wie
beispielsweise Nordamerika und Siid- bis Mitteleuropa. Dank ihrer Herkunft kommt

diese Art sehr gut mit Hitze und Trockenheit zurecht.

12 y/gl. Saatgutverpackung Brauner Senf
13 vgl. transGEN Datenbank
14 ygl. Wikipedia
15 vgl. Heilkriuter-Seiten
16 ygl. Saatgutverpackung Schwarzer Senf
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Der dthiopische Senf ist ein Hybrid aus dem Schwarzen Senf (Brassica nigra) und dem
Gemiisekohl (Brassica oleracea).

Die vierblattrigen Bliiten des dthiopischen Senfes sind gelb. Er hat mit

den bereits vorgestellten Arten verglichen, relativ gro3e Blitter, auch

hier haben die Blatter unten eine rundere Form als weiter oben an der

Pflanze; dort werden die Blétter 1dnglicher. Der Spross hat eine griine

bis violette Farbe, auch vor allem junge Blitter haben eine leicht

violette Farbung.

Verwendung findet er vor allem als Blattgemiise oder Wiirzung in

verschiedenen Gerichten, vor allem Salat. Er hat einen dem Brokkoli
Abbildung 6:

dhnlichen Geschmack. Die Samen werden zur Herstellung von Senf ;. . .
Athiopischer Senf

und Ol verwendet.

Aussidhen sollte man die Samen des dthiopischen Senfes zwischen April und August,

eine Ernte ist nach bereits nach 6 Wochen mdglich. Zieht man ihn in Topfen an, ist eine

ganzjihrige Ernte der Blitter moglich. !7!8
Der dthiopische Senf spielt zudem eine Rolle in der Entwicklung erneuerbarer
Energiequellen, da er zur Herstellung von Bio-Treibstoff fiir Flugzeuge verwendet
werden kann und er somit eine Alternative zu Petrol-basiertem Flugzeug-Treibstoff
darstellt. Am 29. Oktober 2012 startete der erste Testflug eines mit 100% Bio-Treibstoff
angetriebenen Flugzeugs in Kanada. Die geplante Strecke konnte erfolgreich geflogen
werden, der aus dthiopischem Senf hergestellte Treibstoff funktioniert also.'

3.1.2. Vorstellung der einzubeziehenden Tierarten

3.1.2.1.  GroB3er Kohlweilling — Pieris brassicae
Der Grof3e KohlweiBling (Pieris brassicae) gehort zur Klasse der Insekten (Insecta), zur
Ordnung der Schmetterlinge (Lepidoptera), zur Familie der WeiBlinge (Pieridae) und
zur Gattung Pieris.?’

Der Kohlweilling ist tagaktiv und ist in Nordafrika und in FEuropa bis

Fennoskandinavien beheimatet, da er wenige spezifische Anforderungen an seinen

Lebensraum stellt. Wichtig ist, dass genug Futterpflanzen fiir die Raupen und genug

Nektarpflanzen zu finden sind. Die Raupen fressen bevorzugt Kohlpflanzen (Pflanzen

der Gattung Brassica) und generell Kreuzbliitengewédchse (Brassicacae), auch werden

7 vgl. Fordham, R.; Hadley P.
8 y/gl. Rithlemann‘s
19 vgl. Fougeres, Sophie
20 ygl. Wikipedia
11



vermehrt Raupen auf der Kapuzinerkresse (7Tropaeolum majus) gefunden. Aus diesen
Pflanzen nehmen die Raupen Schwefelverbindungen, sogenannte Isothiocyanate, auf.
Da die Raupen in groBem Ausmafle Kohl fressen und so auch die Ernte extrem
dezimieren konnen, gelten sie in der Landwirtschaft als Schéidlinge.
Als besuchte Nektarpflanzen der ausgewachsenen Schmetterlinge gelten beispielsweise
Disteln (Cirsium und Carduus), Wiesen-Schaumkraut (Cardamine pratensis) oder
Schmetterlingsflieder (Buddleja davidii).
Der grof3e Kohlweillling hat eine Fliigelspannweite von etwa 6 cm.
Die Innenseite der Fliigel hat eine weile Grundfarbe mit
grauen Spitzen und je einem dunkelgrauen Fleck auf
dem oberen Fliigelpaar. Die AuBenseite der Fliigel ist
iiberwiegend weill mit einem leichten Gelbton.
Die Raupen konnen eine Lange von 4,5 cm erreichen.
Sie haben eine unterschiedliche Fiarbung je nach Abbildung 7: duRere Erscheinung
Entwicklungsstadium, junge Raupen sind hellgelb bis  des groBen KohlweiRlings
gelbgriin mit braunem Kopf, im Verlauf werden die
Raupen dunkler, nach einigen Héutungen haben sie auf der griinlichen Grundfarbe in
Reihen angeordnete schware Flecken.
Die Raupen sind in der Natur von Mairz bis Ende Oktober zu finden, die letzte
Generation des Jahres {iberwintert als Puppe.?!
3.1.2.2. Kohleule — Mamestra brassicae
Die Kohleule (Mamestra brassicae) gehort zur Klasse der Insekten (Insecta), zur
Ordnung der Schmetterlinge (Lepidoptera), zur Familie der Eulenfalter (Noctuidae) und
zur Gattung Mamestra.
Als Eulenfalter ist die Kohleule nachtaktiv, sie ist vor allem in Europa verbreitet und
lebt auf Waldlichtungen, am Waldrand, Gemiisefeldern und Giérten. Als
Nahrungspflanzen der Raupen der Kohleule gelten verschiedene Kohlarten, aber auch
beispielsweise niedere Pflanzen, Paprika, Salat oder Spinat. Deshalb gilt die Kohleule
wie der Kohlweillling als Schédling, Schlupfwespen der Gattung Microplitis oder
Trichogramma, die manchmal Larven oder Eier parasitisch befdllt, gelten als Niitzling.
Die ausgewachsenen Falter sind graubraun mit einer wellenartigen Musterung und

haben eine Fliigelspannweite von 4 bis 5 cm.

21 ygl. Website des NABU
12



Die Raupen erreichen eine Lénge von bis zu 5 cm.
Ihre Farbung variiert je nach Entwicklungsstadium, zu
Beginn sind die Raupen griin gefarbt, mit der Zeit
nehmen sie eine braunliche Farbung mit hellgelben
Streifen an der Seite an. Pro Jahr bildet die Kohleule
zweil Generationen aus, die Raupen der ersten Abbildung 8: AuRere Erscheinung
Generation sind von Mai bis Juli, die der zweiten  der Kohleule
Generation von Mitte August bis Oktober zu finden
(Vgl. Abb. 9). Die letzte Generation pro Jahr iiberwintert als Puppe im Boden.?%2%->
3.2.Verwendete Methoden
3.2.1. Ascorbinsiure/ Oxalat-Extraktion mit Reaktionsmechanismus
Um eine Ascorbinsdure/Oxalat-Extraktion von Metallkationen aus Pflanzen
durchzufiihren werden eine Extraktionslosung aus 0,1 M Ascorbinsdure; 0,2 M Di-
Ammoniumoxalat-Monohydrat und 0,2 M Oxalsdure-Dihydrat (pH 3,25) und eine
Waschlosung aus 0,2 M Di-Ammoniumoxalat-Monohydrat und 0,2 M Oxalséure-
Dihydrat hergestellt.
Die Extraktion wird in einer Doppelbestimmung durchgefiihrt, jeweils 2 g Boden bzw.
Substrat werden in einem Zentrifugenglas mit 50 ml der Extraktionsldsung versetzt.
Nachdem sie von Hand geschiittelt wurden, werden die Ldsungen in den
unverschlossenen Gldasern im Wasserbad fiir 30 Minuten bei 96°C gekocht.
AnschlieBend werden die Losungen fiir 10 Minuten zentrifugiert und filtriert.
Verbliebene Riickstéinde in den Zentrifugengldsern werden mit 25 ml der Waschlosung
versetzt, per Hand und fiir 10 Minuten mittels Uberkopfschiittler geschiittelt, erneut
zentrifugiert und filtriert, um verbliebene Ionen noch aus den Riickstinden zu
extrahieren.?
3.2.2. Messung mit dem Photometer
Die Messung der aufgenommenen Kupferionen mit dem Photometer wird entsprechend
der Bedienungsanleitung des WINLAB Data Line Photometer unter Verwendung der
entsprechenden Reagenzien von Windaus durchgefiihrt (Vgl. Abb. 10).

22 Vgl. Hortipendium
2 vgl. Insektenbox
24y/gl. Oekolandbau
25 Vgl. Diekmann, Joana S. 30
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3.2.3. Nachweis mit gelbem Blutlaugensalz
Der Kaliumhexacyanoferrat-Nachweis von Zink ist eine Féllungsreaktion. Die Reaktion
findet in neutralem Milieu, also bei einem pH von 7 statt. Unter richtigen Bedingungen
bildet sich ein schmutzig weiller Niederschlag, der sich wieder 16st, wenn man
konzentrierte Salzsdure oder verdiinnte Natronlauge hinzugibt (Vgl. Abb. 11).
Der Reaktionsmechanismus der Reaktion ist folgender:
3Zn**+2 K" +2 [Fe(CN)s]* —> K2Zn3[Fe(CN)s]2 y *°
Mit Kupfer reagiert Kaliumhexacyanoferrat zu einem braunroten Niederschlag (Vgl.
Abb. 12). Es handelt sich dabei um eine Komplexbildungsreaktion.
Folgende Reaktionsgleichung beschreibt den Mechanismus dieses Nachweises:
2 Cu** + K4[Fe(CN)s] —> Cuz[Fe(CN)s] +4 K*
Diese Nachweisreaktion kann somit sowohl zur Uberpriifung der Zink- als auch der
Kupferaufnahme der Pflanzen verwendet werden. 2’

3.24. Extraktion der RNA und Messung der Genexpression
Zur Extraktion der RNA aus den Blittern wird das NucleoSpin® RNA Extraktions-Kit
fiir Pflanzen und Pilze von Macherey-Nagel verwendet. Es wird die Option B aus dem
entsprechenden User Manual mit den Mengen fiir Blitter von Arabidopsis verwendet,
da diese, wie die Versuchspflanzen, zur Familie der Kreuzbliitler (Brassicacea) gehort
(Vgl. Abb. 13-18).
Fiir die Umwandlung der RNA in cDNA wird das GoScript™ Reverse Transcription
System Kit von Promega verwendet. Die einzelnen Schritte werden gemall der
Vorschrift durchgefiihrt. Fiir eine maximale cDNA-Ausbeute werden jeweils 4 pul des
RNA Extraktes und somit 1 pl Oligo Primer verwendet, um wie angegeben ein
Reaktionsvolumen von Sul zu erhalten. Der Reverse-Transcriptions-Reaktions-Mix
wird in der 25-fachen Menge hergestellt, damit genug fiir 22 Proben, die gemessen
werden, vorhanden ist (Vgl. Abb. 19).
Um die Héufigkeiten der einzelnen Genexpressionen zu messen, wird eine Real Time
PCR (PCR = Polymerase-Ketten-Reaktion, engl. Polymerase Chain Reaction)
durchgefiihrt.
Die PCR ist ein Verfahren zur Vervielfiltigung von DNA, die sich in drei Schritte
unterteilen ldsst. Der erste Schritt ist die Denaturierung, sie erfolgt bei 95°C und

beschreibt das Losen der Wasserstoftbriicken und somit die Trennung der Einzelstréinge

26 ygl. Wikibooks
27 Vgl. Wikibooks
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der DNA (Vgl. Abb. 20). Im zweiten Schritt erfolgt bei 60°C die Primerbindung; hier
lagern sich kiinstlich hergestellte Primer an die wieder abgekiihlten DNA-Striange an
(Vgl. Abb. 21). Im dritten und letzten Schritt, der Synthese, synthetisiert das
hitzebestindige Enzym Taq-Polymerase aus zugefiigten Nukleotiden den jeweiligen
komplementdren Strang (Vgl. Abb. 22). Diese Schritte werden in sogenannten
Thermocyclern wiederholt, pro Zyklus verdoppelt sich die DNA, beispielsweise hitte
man nach 30 Zyklen 1 Milliarde Kopien.
Die Real-Time PCR wird mit einem PCR-Kit, genannt Mastermix, von Bioline und dem
LightCycler 48011 von Roche durchgefiihrt. Das Gerdt misst die Fluoreszenz in der
Probe. Das im Mastermix enthaltene SYBRGreen ist ein fluoreszierender Farbstoff, der
an doppelstrangige DNA bindet. Je mehr doppelstrangige DNA vorhanden ist, desto
mehr SybrGreen kann sich binden; je mehr gebunden ist, desto starker leuchtet es und
desto mehr Fluoreszenz wird gemessen. Da sich die cDNA pro PCR-Zyklus verdoppelt,
bedeutet ein einen Zyklus frither gemessenes Signal eine doppelt so groBe Menge an
cDNA, somit ein doppelt so oft exprimiertes Gen.

3.3. Verwendete Materialien

3.3.1. Vorstellung der verwendeten Schwermetalle
Das Wort ,,Schwermetall* wird oft direkt mit der Eigenschatft ,,toxisch* in Verbindung
gebracht. Jedoch ist das nicht zwingend der Fall. Schwermetalle definieren sich allein
durch ihre physikalischen Eigenschaften: betrdgt die Dichte eines Metalls mehr als
5 g/em?®, so gilt es als Schwermetall. Dennoch haben die meisten Schwermetalle eine
toxische Wirkung auf verschiedene Lebewesen.”
Es werden zwei Schwermetalle ausgewihlt, deren Toxizitdt fiir den Menschen gering
genug ist, um ein unbedenkliches Arbeiten moglich zu machen, die aber dennoch in der
Natur ab gewissen Konzentrationen ein eingeschrianktes Pflanzenwachstum und somit
ein Problem hervorrufen. Die Wahl fillt auf Kupfer und Zink.

3.3.1.1. Kupfer
Kupfer gehort auf Grund seiner relativ schwachen Reaktivitdt zu den Halb-Edelmetallen
und auf Grund seiner Dichte von 8,92 g/cm® zu den Schwermetallen. Sein lateinischer
Name ,,cuprum® leitet sich von ,,aes cyprium* ab, was ,,Erz von der Insel Zypern*
bedeutet und sich darauf zuriickfiihren ldsst, dass dort im Altertum vermehrt Kupfer

gewonnen wurde. Da es ein Bestandteil verschiedener Legierungen fiir beispielsweise

28 ygl. VMZinc
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Miinzen darstellt und als sehr guter Warme- und Stromleiter Verwendung findet, wird
Kupfer auch heute noch in verschiedenen Landern rund um die Welt gefordert.
Zudem gehort es zu den lebensnotwendigen Spurenelementen, da es ein Bestandteil
vieler Enzyme hoherer Lebewesen und ein Bestandteil des Blutfarbstoffs Himocyanin
ist, der dem Sauerstofftransport vieler Weichtiere und GliederfiiBler dient.
Jedoch haben geloste Kupferionen in gréferen Mengen eine toxische Wirkung auf
Lebewesen, da sie, durch Binden an Thiol-Gruppen von Proteinen und Peroxidieren von
Lipiden der Zellmembran, die DNA und Zellmembranen schidigen, weil es zur Bildung
freier Radikale kommt.
Lagern sich Kupferionen also in grolen Mengen im Boden an, so ist der Boden
unbrauchbar, da er fiir die meisten Lebewesen keinen geeigneten Lebensraum mehr
darstellt und somit eine landwirtschaftliche Nutzung ausgeschlossen ist.
Fiir den Menschen ist Kupfer nur relativ schwach giftig, es konnen bis zu 0,04 Gramm
Kupfer tiglich aufgenommen werden ohne Schiden zu verursachen. Lediglich wenn es
durch die sehr seltene Erbkrankheit Morbus Wilson bedingt zur vermehrten
Kupferanlagerung im Korper kommt, werden die Organe geschédigt. Der tégliche
Bedarf eines erwachsenen Menschen an Kupfer liegt bei ca. 2 mg. Bei einem
Kupfermangel oder bei einem deutlich zu hohen Kupferanteil konnen schwere
gesundheitliche Beeintrichtigungen entstehen. >
3.3.1.2. Zink
Zink ist ein Ubergangsmetall, dass aber in seinen Eigenschaften eher den
Erdalkalimetallen dhnelt, zu denen beispielsweise Magnesium und Calcium zéhlen. Mit
einer Dichte von 7,19 g/cm?® zihlt auch Zink zu den Schwermetallen. Auf Grund seiner
zackenformigen Erstarrung, leitet sich der Name Zink von Zinke/Zind (=Zahn, Zacke)
ab.
Das recht sprode Metall wird beispielsweise zum Verzinken von Eisen- und Stahlteilen,
in Batterien, im Bauwesen sowie zur Miinzpriagung verwendet.
Zink ist fiir alle Lebewesen lebensnotwendig, da es ein Bestandteil vieler Enzyme ist.
Es muss allerdings in der richtigen Menge aufgenommen werden. Laut WHO (=World
Health Organization), liegt die fiir einen Erwachsenen empfohlene Tageszufuhr bei 12
bis 15 mg. Eine Aufnahme von mehr als 200 g am Tag kénnen Ubelkeit, Erbrechen oder

Durchfall hervorrufen, ab einer Zinkzufuhr von ungefdhr einem Gramm treten beim

29 ygl. Chemie.de
30 vgl. Deutsches Kupferinstitut
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Menschen akute Vergiftungserscheinungen auf. Umgekehrt kann ein Zinkmangel zu
einem verminderten Geruchs- und Geschmacksinn, Hautproblemen, geistiger Trédgheit,
verschlechterter Wundheilung und verminderter Fruchtbarkeit fiihren. Fiir den
Menschen ist also eine kontinuierliche Zinkaufnahme &dulerst wichtig, es gibt allerdings
auch Lebewesen, beispielsweise bestimmte Papageienarten, fiir die die regelméBige
Aufnahme kleiner Mengen bereits eine toxische Wirkung haben kann. So kommt beim
Menschen duferst selten ein zu hoher Zinkspiegel, aber héufiger ein Zinkmangel vor,
in Okosystemen hingegen ist ein Zinkmangel selten, ein zu hoher Zinkgehalt aber
hiufiger. Héaufig sind die Lebewesen so an ihre Lebensrdume angepasst, dass sie
Schwankungen des dortigen Zinkgehalts bis zu einem gewissen Grad ausgleichen
konnen, auch da die 6kologische Toleranz fiir Zink meist recht breit ist. Jedoch kommt
es bei zu radikalen Anderungen im Zinkgehalt zu einer Beeintrichtigung der dort
beheimateten Lebewesen.?!:*
3.3.2. Material zum Anbauen der Pflanzen
Fir die Anzucht der Pflanzen werden Anzuchtkisten verwendet, fiir die Vorversuche
werden die Pflanzen in kleine einzelne Topfe gesetzt, die in Pflanztrays gestellt werden,
fiir den Hauptversuch in entsprechenden Pflanzgruppen in lange Pflanzkésten.
Es wird eine einfache Blumenerde ohne zusdtzlichen Diinger gewédhlt. Die verwendete
Erde ist eine torfreduzierte Mischung mit Humusanteilen und hat einen pH-Wert von
6,4. Die Inhaltsstoffe finden sich in einer Tabelle im Anhang (Vgl. Abb. 23).
Gegossen werden die Pflanzen mit in einer Regentonne gesammelten Regenwasser. Um
die Kupfer- und Zinkionen in der Erde zu einzulagern, werden CuSO4 und ZnSO4
jeweils in der entsprechenden abgewogenen Menge in destilliertem Wasser gelost.
3.3.3. Materialien zur Extraktion der Metallionen
Fir die Extraktion werden die in der Versuchsvorschrift genannten Stoffe,
Ascorbinsédure, Di-Ammoniumoxalat-Monohydrat und Oxalsdure-Dihydrat verwendet.
AuBerdem wird eine entsprechende Anzahl an Reagenz- und Zentrifugenglédsern,
Filterpapier, eine Herdplatte und ein Becherglas fiir das Wasserbad und eine Zentrifuge
bendtigt.
3.34. Material zur Messung mit dem Photometer und mittels Hexacyanoferrat
Fiir die quantitative Bestimmung der aufgenommenen Metallionen wird das WinLab

Dataline Photometer von Windaus verwendet (Vgl. Abb. 24). Um die Aufnahme damit

31 vgl. VMZinc
32 vgl. Chemie.de
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messen zu konnen, werden bestimmte Reagenzien benétigt. Die entsprechenden
Reagenzien fiir Kupfer werden verwendet, aulerdem werden die dem Photometer
entsprechenden Kiivetten benutzt.
Die fiir eine Messung der Zinkaufnahme werden nicht mehr verkauft, somit kann die
Aufnahme an Zinkionen nicht quantitativ bestimmt werden.
Hierfiir wird der chemische Nachweis mittels Hexacyanoferrat, auch gelbes
Blutlaugensalz genannt, gewahlt. Dafiir werden Natronlauge zur Neutralisation der
Extrakte und Hexacyanoferrat fiir den eigentlichen Nachweis verwendet.
3.3.5. Material zur Extraktion und Messung der RNA
Fiir die Extraktion der RNA werden das NucleoSpin® RNA Extraktions-Kit fiir Pflanzen
und Pilze von Macherey-Nagel, eine entsprechende Anzahl der beschriebenen Bead
Tubes und Reaktionsgefille, ein Homogenisator (Abb. 25), ein Heizschiittler (Abb. 26)
sowie eine Zentrifuge (Abb. 27) verwendet.
Fir den Umschrieb der RNA in ¢cDNA wird das GoScript™ Reverse Transcription
System Kit von Promega, ein Thermocycler und eine entsprechende Anzahl
Reaktionsgefafie verwendet.
Um die Messung der cDNA durchzufiihren, werden der Mastermix von Bioline, eine
Multiwell Plate (Abb. 28) und ein LightCycler 480 II von Roche (Abb. 29) verwendet.
3.3.6. Auswahl der zu messenden Gene
Das Ziel ist, aus bisherigen Forschungsergebnissen heraus, Gene auszuwihlen, die
vielversprechend sind, an der Hyperakkumulation beteiligt zu sein.
Das erste gewihlte Gen codiert COPT, ein Carrierprotein, das in Forschungen an
Arabidopsis thaliana dem Transport von Kupferionen ins Innere der Zelle diente (Vgl.
Abb. 30).
Ein weiteres Gen codiert RANT1, das in Versuchen an Arabidopsis thaliana dazu diente,
Kupferionen in das Innere des Golgi-Apparates zu transportieren (Vgl. Abb. 30).3
AuBerdem wird MTP1 gewdhlt, welches dem Transport von Zink (und moglicherweise
auch Kupfer) in die Vakuolen der Zellen dient, was Forschungen an Arabidopsis halleri
zeigten (Vgl. Abb. 31).3
Das Gen fiir PAA wird gewdhlt, da es, nach Forschungen an Pflanzen der Gattung

Arabidopsis, unter Einwirkung von Kupfer geringer exprimiert wird als unter normalen

3yvgl. Pefarrubia, Lola et al.
34 vgl. Merlot, Sylvain et al.
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Gegebenheiten. Es ist fiir den Transport von Kupferionen in die Chloroplasten
zustindig.?

Das letzte gewéhlte Gen, APX, bildet ein Enzym, dass hiufig unter Einfluss von
abiotischen Stressfaktoren fiir die Pflanze, wie etwa Trockenheit, Salz-Stress, grellem
Licht, besonders hohen oder niedrigen Temperaturen oder Krankheitserregern verhauft
exprimiert wird.>® Da auch der Einfluss von Schwermetallen einen Stressfaktor darstellt,
wird APX moglicherweise auch unter dem Einfluss von Kupfer und Zink vermehrt
gebildet.

AulBlerdem werden die Haushaltsgene GAPDH (abgekiirzt GAP) und TIP41 (abgekiirzt
T41) verwendet. Als Haushaltsgene werden Gene bezeichnet, die in allen zu
vergleichenden Proben in etwa gleich stark exprimiert werden und somit als Kontrolle
verwendet werden konnen, mit denen die Werte der anderen gemessenen Gene
verglichen werden konnen. Dadurch konnen eventuelle Unterschiede unter den Massen
der von den jeweiligen Pflanzen entnommenen Teilproben ausgeglichen werden. GAP
und T41 sind in einer Vergleichsanalyse als die Gene aufgefallen, die insgesamt unter
verschiedenen Stressfaktoren in den beobachteten Pflanzen am gleichformigsten
exprimiert worden sind.>’

Fiir die PCR wurden die jeweiligen entsprechenden Primer verwendet. Eine detaillierte

Tabelle hierzu befindet sich im Anhang.

4. Versuchsdurchfithrungen

4.1. Vorversuch 1 — Vergleich der Wirkung von Metallionen bei Zugabe vor bzw. nach
der Keimung
Das Ziel des ersten Vorversuchs ist es, zundchst einmal festzustellen, ob der Zeitpunkt
der Ionengabe entscheidend ist. Also konkret, ob es einen sichtbaren Unterschied gibt,
je nachdem ob die Metallionen-Ldsung vor oder nach der Keimung in die Erde gegeben
wird.

4.1.1. Versuchsaufbau
In zwei Pflanztrays fiir jeweils 10 Topfe werden am 15. Februar 2018 in kleinen
Blumentopfen von 6 cm Hohe je 3 Samen von Brassica juncea var. rugosa gesit. Die

Erde der Pflanzen im ersten Tray wird mit gelostem CuSOs, die im zweiten mit geldstem

35 vgl. Sudo, Emi et al.
36 vgl. Caverzan, Andréja et al.
37 vgl. Sheng, X.G. et al.
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ZnSOy4 versetzt. Je eine Reihe mit 5 Topfen wird direkt nach der Aussaat mit der
Metalllosung in 5 verschiedenen Konzentrationen gegossen. Als Mengen werden 0g;
0,5g; 5g; 10g; 25g CuSO4 bzw. ZnSO4 gewihlt, die in jeweils der gleichen Menge
Wasser gelost werden. Es wird jeweils ein Topf mit einer gesamten Losung gegossen.

4.1.2. Beobachtungen

4.1.2.1. Wachstums- & Keimungsverhalten
Zunichst ist zu beobachten, dass zwei Pflanzen in den beiden Reihen, die noch keine
Metallionen in der Erde geldst haben, nach ungefiahr einer Woche zu keimen beginnen.
In der Reihe mit Metallgabe vor der Keimung keimen keine Pflanzen. (Vgl. Abb. 32)
Nach ein paar Tagen keimen noch fiinf weitere der unbehandelten Pflanzen (Vgl. Abb.
33).
Nach circa vier Wochen zeigen die gekeimten Pflanzen dhnliche Symptome wie beim
Vertrocknen trotz regelméaBiger ausreichender Bewédsserung (Vgl. Abb. 34). Nach einer
weiteren Woche sind alle Pflanzen komplett abgestorben, obwohl sie nur mit
Leitungswasser gegossen werden und noch keine Metallldsungen hinzugegeben
wurden.

4.1.2.2. Sonstige Beobachtungen
Nach knapp zwei Wochen bilden sich unterschiedlich starke blduliche bzw. weille
Krusten auf der Erde in den Topfen, in die bereits Metalllosung gegeben wurde. Am
stirksten sind die Krusten bei den jeweils grofiten Mengen ausgepragt, am schwichsten
bei den niedrigsten (Vgl. Abb. 35).

4.1.3. Erklirungen & Fehlerdiskussion
Es ist sehr wahrscheinlich, dass sich die Krusten bilden, weil die Kupfer- bzw.
Zinkmenge fiir das Erdvolumen deutlich zu hoch ist.
Dass die Pflanzen auf Grund von Wassermangel austrocknen, ist unwahrscheinlich, da
die Pflanzen ausreichend gegossen werden. Es ist wahrscheinlicher, dass Kupfer- bzw.
Zink Ionen in die Erde der entsprechenden Pflanzen gelangen, da immer zwei oder drei
Mulden des Trays miteinander verbunden sind und das GieBwasser
nebeneinanderstehender Topfe sich vermischt und auch in den Verbindungen zwischen
den Mulden blaue bzw. weille Ablagerungen sichtbar werden (Abb. 36).

4.1.4. Schlussfolgerungen
Insgesamt kann man sehen, dass die Schwermetall Ionen die Keimung und auch das

Pflanzenwachstum ab einer gewissen Konzentration extrem einschrinken. Ist die
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Konzentration in der Erde zu hoch, so haben die Ionen eine toxische Wirkung auf die
Pflanzen, obwohl diese Art als Hyperakkumulator bekannt ist.
Deshalb wird versucht die Menge an das Erdvolumen und die Pflanzen anzupassen und
geringere Mengen zu wéhlen.
AuBlerdem haben CuSOs und ZnSO4 nicht dieselbe molare Masse, also werden zum
besseren Vergleich flinf Stoffmengen an Stelle von fiinf Mengen in Gramm gewihlt.
4.2. Vorversuch 2 — Anpassung der Ionenmenge an Pflanzen und Erdvolumen
Aufgrund der Beobachtungen aus Vorversuch 1 wurden dieses Mal kleinere Mengen
gewahlt. Das Ziel des zweiten Vorversuchs ist es, die Schwermetallmenge an das
Versuchsumfeld anzupassen und zu schauen, ob es einen sichtbaren Unterschied
zwischen den jeweiligen Pflanzen nach Gabe unterschiedlicher lonenmengen gibt.
4.2.1. Versuchsaufbau
Der zweite Vorversuch wird am 11. Mérz 2018 begonnen.
Die iibrigen Samen von Brassica juncea var. rugosa werden in zwei Aussaatwannen
ausgesét. Nachdem sie eine Hohe von ungefdhr 5 cm erreicht haben, werden sie in Topfe
der gleichen GroBle, wie in Vorversuch 1 verwendet, umgetopft (Vgl. Abb. 37) und
anschliefend in einer Doppelbestimmung mit fiinf verschiedenen Stoffmengen an
gelostem CuSO4 bzw. ZnSO4 gegossen. Dieses Mal wurden als Mengen 0,003 mol;
0,005 mol; 0,01 mol und 0,02 mol gewéhlt.
4.2.2. Beobachtungen
Die Pflanzen wachsen zunichst weiter, nach ungefahr einer Woche zeigen sich leichte
Ablagerungen bei den Topfen mit 0,02 mol und sehr schwache Ablagerungen bei den
Topfen mit 0,01 mol CuSO4 bzw. ZnSO4. Nach zwei Wochen sterben die Pflanzen in
beiden Topfen mit der hochsten Kupferkonzentration und in einem der Tépfe mit der
hochsten Zinkkonzentration (Vgl. Abb. 38). Nach drei Wochen geht eine der Pflanzen
mit 0,005 mol Kupfer ein, am Spross ist eine kleine blaue Ablagerung zu sehen. Auch
dieses Mal zeigen die Pflanzen wieder dhnliche Symptome wie beim Vertrocknen,
bevor sie eingehen. Bei diesem Versuch ist gut zu beobachten, dass das Austrocknen
der Pflanzen nicht wie gewohnlich mit dem Austrocknen und anschlieBendem Abfallen
der Blatter beginnt und sich anschlieBend auf den Spross ausweitet, sondern mit dem
Austrocknen der unteren Halfte des Sprosses beginnt und sich nach oben hin ausweitet

(Vgl. Abb. 39).
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Die iibrigen Pflanzen zeigen noch ein leichtes Wachstum, wachsen allerdings nur noch
gering in die Hohe, am groBten sind die Pflanzen ohne und mit der niedrigsten
Metallionengabe.

4.2.3. Erklirungen & Fehlerdiskussion

Auch dieses Mal ist die hochste Konzentration wahrscheinlich noch immer zu hoch fiir
das Erdvolumen, weshalb sich Krusten auf der Erdoberfliche bilden und der GroBteil
der Pflanzen mit dieser Menge abstirbt.
Es ist gut moglich, dass die Pflanze mit 0,005 mol Kupfer gestorben ist, weil ein Teil
der Losung beim GieBlen direkt auf die Pflanze gelangt sein konnte bzw. zu viel Losung
zu konzentriert in der ndchsten Umgebung der Pflanze gelandet sein kdnnte oder die
Pflanze aus irgendeinem Grund besonders viel Cu?" Ionen aufgenommen hat, diese
nicht in dieser Menge verwerten konnte und deshalb an bestimmten Stelle eine zu hohe
Konzentration an Kupfer hatte, was die Ablagerung am Spross erkldren wiirde.

4.2.4. Schlussfolgerungen
Fir den Hauptversuch miissen die Schwermetall-Konzentrationen noch einmal
iiberdacht und verringert werden, so dass moglichst keine Pflanzen durch eine zu grofe
Ionenmenge eingehen. AuBBerdem muss beim Giellen der Metalllosung darauf geachtet
werden, dass die Losung in die Erde geht und nicht von vornherein direkt an die
oberirdischen Pflanzenteile gelangt.

4.3. Hauptversuch — Vergleich dreier Brassica-Arten in der Aufnahme von Kupfer-
und Zink-Ionen aus dem Boden und in der Genexpression unter Einfluss der Ionen
Das Ziel des Versuchs ist, durch Beobachtungen und Messungen die Wirkung von
Kupfer und Zink auf drei verschiedene Senfarten zu untersuchen und sie in ihrer
Aufnahme der Schwermetallionen zu vergleichen.

4.3.1. Versuchsaufbau
Am 13. Mai 2018 wird der Hauptversuch begonnen.

Zunichst werden Brassica juncea, Brassica nigra und Brassica carinata in
Anzuchtkésten ausgesdt und wachsen gelassen (Vgl. Abb. 40). Nach fiinf einhalb
Wochen werden die Pflanzen umgetopft in Pflanzkésten mit den MafBlen 15¢cm x 15cm
x 120cm und ins Freie gestellt. Pro Kasten werden jeweils fiinf Pflanzen jeder Art
gesetzt, zwischen den Arten wird zur besseren Ubersicht ein Abstand gelassen (Vgl.
Abb. 41).

Kupfer- und Zinksulfat werden in den Mengen 0,003 mol; 0,005 mol; 0,01 mol; 0,02
mol abgewogen (Vgl. Abb. 42) und in jeweils der gleichen Menge Wasser gelost. Zwei
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Wochen nach dem Umtopfen werden die jeweiligen Losungen einer bestimmten
Konzentration auf jeweils flinf Pflanzen einer Art verteilt, die drei Pflanzengruppen
innerhalb eines Kastens bekommen alle die gleiche Konzentration. Die Mengen aus
dem letzten Vorversuch werden auf jeweils fiinf Pflanzen aufgeteilt, da die
Konzentrationen zum Teil noch deutlich zu hoch waren und es selbst mit einer
Feinwaage schwierig ist noch geringere Mengen einzuwiegen und das Risiko besteht,
dass, wenn die unterschiedlichen Mengen zu dhnlich sind, keine Unterschiede sicht-
oder messbar sind.
Anschlieend wird das Wachstum der Pflanzen und sonstige Auffalligkeiten beobachtet
und nach vier einhalb Wochen werden die Pflanzen geerntet, in Bldtter und Friichte und
Wurzeln aufgeteilt und getrocknet. Aus dem getrockneten Pflanzenmaterial werden
nach dem bestimmen der Trockenmassen die Cu®** bzw. die Zn*" Ionen extrahiert.
Mittels Photometer und Kaliumhexacyanoferrat (II)-Nachweis (auch: Nachweis mit
gelbem Blutlaugensalz) wird die Aufnahme an Metallionen gemessen.

4.3.2. Wachstum

4.3.2.1. Beobachtung des Wachstums
Zunéchst ist ein stetiges Wachstum aller Pflanzen zu beobachten, allerdings sind
deutliche Unterschiede in der Stirke des Wachstums festzustellen (Vgl. Abb. 43).
Nach drei Tagen beginnen alle Pflanzen mit der hochsten Konzentration Cu?* Ionen in
der Erde einzugehen. Auch dieses Mal zeigen sich zuerst Vertrocknungserscheinungen
am unteren Teil des Sprosses, die sich innerhalb von zwei Tagen von unten nach oben
auf die gesamte Pflanze ausweiten. Einen Tag spiter beginnt ein Teil der Pflanzen von
Brassica juncea mit der zweithdchsten Konzentration Cu?* Ionen auf die gleiche Art
einzugehen (Vgl. Abb. 44).
Knapp eine Woche nach der lonengabe wird ein Teil der Pflanzen durch einen
Hagelschauer beschédigt (Vgl. Abb. 45), die Pflanzen erholen sich unterschiedlich gut
von den Folgen des Hagels, die Pflanzen von Brassica nigra mit 0,01 mol Zinkionen in
der Erde sind stark beschédigt und stellen das Wachstum ein. Bei den tlibrigen Pflanzen
kann weiterhin ein verschieden starkes, stetiges Wachstum beobachtet werden (Vgl.
Abb. 46). Das Wachstum wird im Folgenden in einer Tabelle zusammengefasst, wobei
die unterschiedlichen Groen der Pflanzen untereinander verglichen und auf einer Skala
von 0 bis 5 bewertet werden. Hierbei steht O fiir das kleinste und 5 fiir das grofite

Wachstum.
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Brassica nigra

Brassica juncea

Brassica carinata

vor Hagel nach Hagel (gesamt) |vor Hagel nach Hagel (gesamt) |vor Hagel nach Hagel (gesamt)

0 mol 1 2 1,5 3,5 3,5
2,5 2 3,5 2,5 4 4

3 2 3 1 4,5 4,5

2 1,5 1,5 0,25 5 5

0 0 0 0 0 0

0,003 mol 1 0,25 1 0,5 1 0,75
0,005 mol 3,5 3 1,5 1,5 3 4
0,01 mol 1,5 0 2,5 2,5 1,5 3
0,02 mol 1,5 1,5 1,5 2,5 3,5

4.3.2.2.

Zur besseren Ubersicht werden die Ergebnisse im Folgenden grafisch dargestellt:

Pflanzenwachstum

vor Hagel nach Hagel

(gesamt)

vor Hagel nach Hagel

(gesamt)

vor Hagel nach Hagel

(gesamt)

Brassica nigra Brassica juncea Brassica carinata

m (0 mol 20,003 mol m0,005 mol m0,01 mol

20,003 mol m0,005 mol m0,01 mol m0,02 mol

10,02 mol

= Kupfer [7|=Zink

Auftillig ist auch, dass die meisten der Pflanzen mit Metallionengabe merkbar kriftiger
sind als die ohne. Betrachtet man die verschiedenen Arten und Konzentrationen
zusammengefasst, so ldsst sich insgesamt sagen, dass die Pflanzen auf mit Kupferionen
versetztem Boden den massivsten Spross ausbilden, anschlieBend kommen die mit
Zinkionen behandelten Pflanzen und den diinnsten Spross findet man bei den Pflanzen

auf unbehandeltem Boden (Vgl. Abb. 47).

Analyse der Beobachtungen
Eine erste Erkenntnis ist, dass sich die Metallionen im Boden deutlich auf das
Wachstum auswirken. Bei allen Arten ist das Gesamtwachstum der Pflanzen auf

unbehandelter Erde geringer als bei mindestens einer der jeweiligen

Metallkonzentrationen, sowohl bei Zink- als auch bei Kupfergabe. Auch waren diese
Pflanzen kréftiger. Daraus ldsst sich schlieen, dass die Metallionen das Wachstum in

diesen Pflanzen anregen, moglicherweise, weil die Pflanze diese Stoffe in irgendeiner
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Weise nutzen kann, vielleicht ist es aber auch eine Schutzreaktion der Pflanze auf die
Schwermetallbelastung.
Von den Pflanzen mit der hdchsten Kupferkonzentration und denen des braunen Senfes
mit der zweithochsten Kupferkonzentration abgesehen, waren keine Schiden an den
Pflanzen zu sehen, was zeigt, dass die Metallionen auf diese Pflanzen nicht diesselbe
toxische Wirkung haben wie auf die meisten anderen Pflanzen.
Auch ldsst sich feststellen, dass der braune Senf eine geringere Kupfertoleranz hat als
die anderen beiden Arten, nachdem hier auch die zweithochste Konzentration zu einem
Eingehen der Pflanzen gefiihrt hat. Der dthiopische Senf, der grundsétzlich die grofite
Biomasse-Produktion der drei Arten hat, kommt unter den verglichenen Arten am
besten mit den Schwermetallionen klar. Er bildet die kréiftigsten Pflanzen, im Gegensatz
zu den anderen Arten ist bei dieser Art das Wachstum bei der hochsten
Kupferkonzentration insgesamt am groften.

4.3.3. Fraf} durch Raupen des Kohlweiflings und der Kohleule

4.3.3.1. Beobachtung des Fralies
Kurze Zeit nachdem die Pflanzen nach drau3en gestellt wurden, sind Fra3spuren an den
Pflanzen zu sehen. Schnecken konnen als Konsumenten ausgeschlossen werden, da der
Tisch, auf dem die Pflanzkdsten stehen, zum Schutz vor Schnecken an den Beinen mit
Kupferband versehen ist. Dariiber kriechen Schnecken nicht, da ihr Schleim chemisch
mit Kupfer reagiert und einen unangenehmen elektrischen Reiz ausldst. Des Weiteren
sind weder auf dem Tisch noch auf den Pflanzen Schleimspuren zu sehen.
Deutlich wahrscheinlicher ist es, dass die Pflanzen von den Raupen gefressen werden.
Auffillig ist, dass viele weille Schmetterlinge, vermutlich KohlweiBlinge, rund um die
Pflanzen zu sehen sind und verschiedene braunliche, griine und verpuppte Raupen auf
den Bléttern zu finden sind (Vgl. Abb. 48-50). Zusitzlich werden auf zwei der Pflanzen
mit der niedrigsten Zinkkonzentration zwei verschiedene Eiablagen gefunden und ein
weiller Schmetterling, auf
den die Beschreibung des KohlweiBlings passt, dabei beobachtet, wie er Eier auf einer

der Pflanzen ablegt, die aussehen wie eine der beiden gefundenen Ablagen.
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Um festzustellen, von welchen Tierarten die Eier stammen,
werden sie in einem Genetiklabor untersucht. Bei den gelben,
langlicheren Eiern (Abb. 51) handelt es sich um die Eiablage
eines KohlweiBllings (Pieris brassicae), bei den rundlicheren

Eiern (Abb. 52) um die der Kohleule (Mamestra brassicae),

die zum Teil von einer parasitiren Schlupfwespe Abbildung 51: Eiablage des
(Trichogramma evanescens) befallen sind. grofien KohlweiBlings
Die Stirke der FraBBspuren wird ebenfalls miteinander

verglichen und auf einer Skala von O bis 5 bewertet. Bei der
hochsten Kupferkonzentration kann nur der Fra3 betrachtet
werden, der zu sehen war, bevor die Pflanzen eingingen. Die

Ergebnisse sind im Folgenden tabellarisch und graphisch

zusammengefasst. Abbildung 52: Fiablage
der Kohleule
0 mol 0,003 mol 0,005 mol 0,01 mol 0,02 mol
Kupfer 3,5 3 2,5 1 0,5
Zink 3,5 5 4,5 3 2
Fraf}
Zink
Kupfer
0 mol 0,003 mol 0,005 mol 0,01 mol 0,02 mol
u Kupfer wZink
4.3.3.2. Analyse der Beobachtungen

Es ist deutlich zu sehen, dass vor allem diejenigen Pflanzen, die auf Kupferhaltigem
Boden wachsen, aber auch die Pflanzen, die eine hohe Konzentration an Zinkionen im
Boden haben, weniger von den Raupen gefressen werden, als die Pflanzen, die auf

unbehandeltem Boden wachsen.
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Das legt die Vermutung nahe, dass die Metallionen die Pflanze vor Fressfeinden
schiitzen, da die Raupen Metallionen meiden oder sie durch die toxische Wirkung
absterben.
Dieser FraBBschutz ist eine mogliche Erkldrung dafiir, warum die Pflanzen die fiir sie
eigentlich toxischen Metalle aus dem Boden ziehen und in ihren Zellen speichern.
4.3.4. Messung der Aufgenommenen Menge an Metallionen
4.3.4.1. Bestimmung der Trockenmassen
Zunachst werden die getrockneten Pflanzenteile aufgeteilt, die mit Kupfer behandelten
Pflanzenteile in je zwei Portionen fiir eine Doppelbestimmung mit dem Photometer und
eine kleinere Portion fiir einen qualitativen Kupfernachweis, die mit Zink behandelten
Pflanzenteile in je zwei Portionen fiir eine Doppelbestimmung mit einem qualitativen
Zinknachweis. AnschlieBend werden die jeweiligen Trockenmassen bestimmt, die in
der folgenden Ubersicht zusammengestellt sind:
Die Mengen in den folgenden Tabellen und Graphiken sind jeweils in Gramm
angegeben, bei den Pflanzen, die eingegangen waren, werden die gesamten
Pflanzenreste in drei (Kupfer) beziehungsweise zwei (Zink) Portionen aufgeteilt und
gewogen, in der Tabelle sind an den entsprechenden Stellen die Zellen
zusammengefiigt. Die Kontrollpflanzen werden nicht in Portionen aufgeteilt, sondern

jeweils die Blatter und Wurzeln als gesamte Portion gewogen.

Kupfer:
Menge an gelosten Metallionen Brassica carinata
Blitter und Friichte Wurzeln Gesamt
0,003 mol 1,673 0,5843| 0,4067| 1,2452| 0,6526| 0,1383| 4,7001
0,005 mol 1,9309| 1,3415] 0,4497| 0,7061| 0,587| 0,3401| 5,3553
0,01 mol 1,7956| 0,8334| 0,5725| 0,7416| 0,4352] 0,098| 44763
0,02 mol 0,6581 0,6069 0,1945 1,4595
0 mol 1,5602 | 1,512 3,0722
Menge an gelosten Metallionen Brassica nigra
Blétter und Friichte Wurzeln Gesamt
0,003 mol 0,7627| 0,8275| 0,1872| 0,2864| 0,3448| 0,0499| 2.4585
0,005 mol 0,5177| 0,3441| 0,123| 0,0688| 0,032| 0,0192 1,1048
0,01 mol 0,448| 0,2698| 0,0796| 0,2196| 0,0478| 0,0206 1,0854
0,02 mol 0,507 0,4915 0,1243 1,1228
0 mol 0,66455 0,2875 0,95205
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Menge an geldsten Metallionen

Brassica juncea

Blitter und Friichte Blitter und Friichte Gesamt
0,003 mol 1,0176 | 0,4965| 0,2485 0,198 | 0,1253| 0,0777| 2,1636
0,005 mol 0,5275| 0,3096| 0,1533| 0,1388| 0,0869 0,03 1,2461
0,01 mol 0,3514| 0,3243 0,144 | 0,0566| 0,0372| 0,0098| 0,9233
0,02 mol 0,308 0,2922 0,098 0,6982
0 mol 0,8011 0,4003 1,2014

Im Folgenden sind die Trockenmassen der Ubersicht halber zum besseren Vergleich

graphisch dargestellt. Hierbei muss beachtet werden, dass es sich um die Trockenmasse

der Blatter und Wurzeln zusammen, aber nicht um die gesamten Pflanzen handelt, der

Spross wird nicht beriicksichtigt, da die Metallkonzentration in Blittern und Wurzeln

gemessen und verglichen werden soll.
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0,005 mol 0,01 mol 0,02 mol

Geloste Kupfermenge

0
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0 mol

W Brassica carinata
M Brassica nigra

M Brassica juncea
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Zink:

Menge an geldsten Metallionen

Brassica carinata

Blitter und Friichte Wurzeln Gesamt
0,003 mol 1,3135 0,6062 0,8222 0,8365 3,5784
0,005 mol 0,709 0,6615 1,4204 0,5751 3,366
0,01 mol 1,2635 0,8245 0,8527 0,6207 3,5614
0,02 mol 1,3346 1,2269 0,8564 0,4112 3,8291
0 mol 1,5602 1,512 3,0722
Menge an gelosten Metallionen Brassica nigra
Blatter und Friichte Wurzeln Gesamt
0,003 mol 0,0653 0,0769 0,0378 0,0161 0,1961
0,005 mol 0,526 0,397 0,4609 0,3567 1,7406
0,01 mol 1,1158 0,6608 1,7766
0,02 mol 0,981 0,674 0,1998 0,1682 2,023
0 mol 0,66455 0,2875 0,95205
Menge an geldsten Metallionen Brassica juncea
Blatter und Friichte Wurzeln Gesamt
0,003 mol 0,1141 0,0967 0,0818 0,07 0,3626
0,005 mol 0,3755 0,5211 0,2594 0,3723 1,5283
0,01 mol 0,5855 0,3773 0,209 0,1462 1,318
0,02 mol 0,3231 0,2502 0,1069 0,0862 0,7664
0 mol 0,8011 0,4003 1,2014
Biomasseproduktion unter Einwirkung von Zink
T
P E— 5
z 3 © N S
g 23 == o O -
é 2 - = 5 § i W Brassica carinata
s 15 = W Brassica nigra
35 1 icaj
E 0.5 h M Brassica juncea

0,003 mol

0,005 mol

0,01 mol
Geloste Zinkmenge

0,02 mol

0 mol
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Die folgenden Diagramme zeigen die Trockenmassen der einzelnen Pflanzenarten unter

Einwirkung von Kupfer und Zink im Vergleich zur Masseproduktion ohne Zugabe von

Metallionen:
Brassica carinata

6
g
£5
s
O 4 u Kupfer
R=
o 3
§ ) mZink
g
s 1
v I ® Ohne Metallgabe
:_5 0 (Vergleichswert)
~ 0,003 mol  0,005mol 0,01 mol 0,02 mol

Geloste Metallmenge

Brassica nigra

3
g
£ 25
e
QO 2 u Kupfer
=
o L5
£ 1 u Zink
&
% 0,5 ® Ohne Metallgabe
g 0 (Vergleichswert)
= 0,003 mol 0,005 mol 0,0l mol 0,02 mol
Geloste Metallmenge
Brassica juncea
2,5

15 u Kupfer

m Zink
0
® Ohne Metallgabe
0

(Vergleichswert)
0,003 mol 0,005mol 0,0l mol 0,02 mol
Geloste Metallmenge

Trockenmasse in Gramm
W —
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4.3.4.2. Extraktion
Um die aufgenommene Metallionenmenge messen zu kdnnen werden die Zn?" bzw.
Cu?* Ionen mittels Oxalat-/Ascorbinsiure-Extraktion aus den Pflanzen extrahiert.
Aufgrund der geringen Trockenmassen werden anstatt 50 ml wie in der
Versuchsanweisung angegeben nur 25 ml Extraktionslosung verwendet. Auf die
Waschlosung wird verzichtet, da die zusétzliche Fliissigkeit die Metallkonzentration in
der Losung weiter verringert und dadurch das Risiko besteht, dass die Konzentrationen
nicht mehr mit dem Photometer messbar sind, da sie unterhalb der messbaren Grenze
von 0,1 mg/1 liegen.
Da die Extraktion sehr zeitaufwéndig ist, wird entschieden, sich nur auf eine
Versuchsreihe zu beschrinken, da es nicht moglich ist, aus allen 115 Portionen in einer
vertretbaren und machbaren Zeit die Metallionen zu extrahieren. Die Wahl féllt auf die
Blitter & Friichte von Brassica carinata, da diese Art unter den drei Arten am besten
gewachsen ist. Es werden die Blétter und nicht die Wurzeln gewéhlt, da man bei den
Wurzeln grofle Messungenauigkeiten hat, weil die Erde nicht komplett von den Wurzeln
abzuwaschen ist.
Die einzelnen Portionen werden in Reagenzgldser gegeben, mit der Extraktionslosung
versetzt und der Anweisung nach im Wasserbad aufgekocht. Fiir die Zentrifugation wird
jeweils eine Losung auf zwei Zentrifugengliser aufgeteilt, da die Gléser ein zu kleines
Volumen fiir die gesamten Losungen haben (Vgl. Abb. 53). Zwei Gléser zerspringen
wiéhrend dem Zentrifugieren und werden in neuen Gldsern erneut zentrifugiert. Es
handelt sich dabei um je eines der Zentrifugengldser zweier Teilproben der hochsten
Kupferkonzentration.
Nach der Zentrifugation werden die Losungen filtriert (Vgl. Abb. 54). Hierbei fallt auf,
dass die Losungen sich unterschiedlich gut filtrieren lassen. Bei der ersten und der
dritten Portion mit 0,01 mol Kupfer, der zweiten Portion mit 0,003 mol Kupfer und der
zweiten Portion mit 0,02 mol Zink, muss die Filtration abgebrochen werden, obwohl
noch nicht die gesamte Losung gefiltert wurde, da trotz mehrfachem Filterwechsel der
Filter weiterhin so schnell verstopft, dass nichts mehr von der Fliissigkeit durchflieBen
kann. Es fallt auf, dass sich bei manchen Losungen beim Zentrifugieren ein Schleim
bildet, dies ist bei einem Teil der Nullprobe, 0,01 mol Kupfer Teilprobe 1 und einem
Teil von 0,01 mol Kupfer Teilprobe 2 der Fall. Insgesamt ist zu bemerken, dass sich die
Extrakte, in denen mehr Pflanzenmaterial vorhanden ist schwerer filtrieren lassen und

eher Schleim bilden.
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Bis zur weiteren Verwendung werden die Extrakte in den Kiihlschrank gestellt.
4.3.4.3. Messungen mit dem Photometer
Da die Zink-Reagenzien fiir das verwendete Photometer nicht mehr verkauft werden,
muss auf die Messung der aufgenommenen Zn2+ Ionen mittels Photometer verzichtet
werden.
Die Kupferlosungen werden entsprechend der Gebrauchsanweisung mit den
zugehorigen Reagenzien versetzt und gemessen. Das Photometer kann Konzentrationen
von 0,1-12 mg/l messen. Da nicht alle Extrakte das notwendige Volumen von 5 ml
haben, muss ein Teil mit destilliertem Wasser gestreckt werden. 0,003 mol Kupfer
Teilprobe 1 wird im Verhéltnis 1:1; 0,005 mol Kupfer Teilprobe 2 im Verhiltnis 2:3;
0,01 mol Kupfer Teilprobe 2 im Verhéltnis 4:1 und 0,02 mol Kupfer Teilprobe 1 im
Verhiltnis 3:5 mit destilliertem Wasser gemischt, wobei die erste Zahl jeweils fiir das
Extrakt, die zweite Zahl fiir das Wasser steht.
Bis auf 0,02 mol Kupfer Teilprobe 2 ist der Kupfergehalt in allen Losungen unterhalb
der Messgrenze.
Bei 0,02 mol Kupfer Teilprobe 2 wird eine Konzentration von 0,12 mg/l gemessen.
Gerechnet auf die zugehorige Trockenmasse von 0,6069 g entspricht das einer
Aufnahme von ca. 0,0049 mg pro Gramm Trockenmasse der Pflanze.
4.3.4.4. Nachweis mit Kaliumhexacyanoferrat (II)
Um einen qualitativen bis ansatzweise quantitativen Messwert zu bekommen, wird der
Nachweis mittels Kaliumhexacyanoferrat (II), auch gelbes Blutlaugensalz genannt,
verwendet. Dieser Nachweis funktioniert sowohl mit Kupfer als auch mit Zink und ist
unkompliziert durchzufiihren.
Die Reaktion funktioniert der Versuchsanweisung nach nur bei einem pH-Wert von 7.
Die Extrakte haben einen mit pH-Papier bestimmten pH-Wert zwischen 2 und 3 und
werden unter Zugabe von Natronlauge neutralisiert. Begonnen wird mit der ersten
Zinkreihe, es wird jeweils die gleiche Menge, zwei Spatelspitzen, des
Kaliumhexacyanoferrats hinzugegeben. Nach einer kurzen Triibung ist die Losung
allerdings wieder klar, es bildet sich kein weiller Niederschlag.
Anschlieend wird die Kupferreihe getestet. Auch hier zeigt sich bei den ersten beiden
versuchten Losungen nicht der zu erwartende rot-brdunliche Niederschlag, dafiir
allerdings eine bleibende Triibung. Versuchsweise wird weiter Natronlauge

hinzugegeben, bei einem gemessenen pH-Wert von 8 bildet sich ein rot-brauner
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Niederschlag (Vgl. Abb. 55). Die restlichen Extrakte werden auch auf einen pH-Wert
von 8§ gebracht und mit Kaliumhexacyanoferrat versetzt.

Bei allen Losungen bildet sich ein unterschiedlich starker rot-brauner Niederschlag,
aufgrund der unterschiedlichen Farbtone und Triibungen der Extrakte, ist es schwierig,
die Stirke der einzelnen Niederschlige exakt

miteinander zu vergleichen. Grundsétzlich ldsst sich

aber sagen, dass bei der niedrigsten der schwichste und

bei der hochsten der stirkste Niederschlag zu sehen ist

(Vgl. Abb. 55-57).

Der Nachweis bei der zweiten Zinkreihe wird auch bei

Abbildung 57: Niederschlag beim
einem pH von 8 durchgefiihrt. Diesmal ist ein  Extrakt der mit 0,02 mol Kupfer

Niederschlag in Form einer helleren Triibung zu sehen, behandelten Pflanzen (rechts)
auch hier ist bei der niedrigsten die schwéchste und bei
der hochsten die stirkste Triibung sichtbar (Vgl. Abb.
58-61). Auch die Kontrolllosung wird mit
Kaliumhexacyanoferrat versetzt, nach einer kurzen

Triibung beim Vermischen wird die Losung wieder klar

(Vgl. Abb. 62). Abbildung 61: Niederschlag beim
Extrakt der mit 0,02 mol Zink
behandelten Pflanzen (rechts)

4.3.4.5. Analyse der Ergebnisse

Es konnte nachgewiesen werden, dass alle mit Schwermetallionen behandelten Pflanzen
auch Schwermetallionen aufgenommen haben. Bei der Messung an Brassica carinata
kann man sehen, dass die Pflanzen, die eine gréflere Menge Metall im Boden zur
Verfiigung hatten auch mehr aufgenommen haben.

Vergleicht man dieses Ergebnis mit dem Wachstum, so kann man sehen, dass die
Pflanzen grundsétzlich bei einer hoheren Metallaufnahme besser gewachsen sind, bei
einer zu hohen Metallaufnahme das Wachstum allerdings massiv eingeschrankt wurde
und die Pflanzen teilweise sogar eingegangen sind.

Auch passt das mit den Beobachtungen des Fralles zusammen, je mehr Metall im Boden
war, je mehr Metall die Pflanze also aufgenommen hat, desto weniger wird sie
gefressen. Lediglich die Pflanzen mit den niedrigeren Zinkkonzentrationen bilden eine

Ausnahme, sie wurden sogar stirker gefressen als die unbehandelten Pflanzen.
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4.3.5. Messung der Expression ausgewihlter Gene mittels RNA-Extraktion und
Realtime-PCR

4.3.5.1. Beobachtungen wihrend dem Pflanzenwachstum
Da die Pflanzen aus dem ersten Teil des Versuches bereits zu alt fiir die Messung der
Genexpression waren, wurden sie komplett geerntet und getrocknet und fiir die
Messung der Metallkonzentration verwendet. Fiir die Genexpressionsmessung werden
Ende August erneut Pflanzen ausgesit. Ungefihr drei Wochen nach dem Aussidhen
gehen die noch sehr kleinen Pflanzen nach einem Wetterumschwung ein. Die Pflanzen
werden erneut ausgesit. Es keimen weniger der Pflanzen als bei den vorangegangenen
Aussaaten, weshalb entschieden wird, jeweils drei Pflanzen mit einer Metallldsung zu
behandeln. Die geloste Menge an Kupfer bzw. Zink pro Losung sind 0,005 mol, was
der zweitniedrigsten Menge aus dem ersten Teil des Versuches entspricht. Allerdings
wird sie dieses Mal auf zwei Pflanzen weniger aufgeteilt.
Die Pflanzen werden mit einer Wuchshéhe von ungefahr 5 bis 10 cm am 30. September
in Pflanzkédsten der gleichen GroB3e wie im ersten Teil des Versuches umgesetzt und die
entsprechenden Pflanzengruppen mit den Metalllosungen gegossen.
Von Anfang an sind auffillig viele Raupen auf den Pflanzen zu finden (Vgl. Abb. 63-
65). Nachdem die meisten anderen Kohlpflanzen im Garten auf Grund der Kélte bereits
eingegangen sind, ist es verstdndlich, dass mehr Raupen auf den Senfpflanzen zu finden
sind als beim ersten Teil des Versuchs, als zusitzlich im Garten auch Kohlrabi, Brokkoli
(beides Variationen von Brassica oleracea) und Kapuzinerkresse wuchsen, die auch als
Futterpflanzen von den Raupen genutzt wurden.
Um genug lebendiges Pflanzenmaterial fiir die Messung zu erhalten, werden téglich
Eiablagen und Raupen von den Pflanzen gesammelt, damit diese nicht die Pflanzen
fressen konnen.
Auffillig ist, dass ungeféhr eine Woche nach Umsetzen der Pflanzen und Behandlung
mit den geldsten Cu** und Zn** Tonen noch auf allen Pflanzen Eier, allerdings nur noch
auf den unbehandelten Pflanzen auch Raupen zu finden sind. Das belegt die
Folgerungen aus den vorhergehenden Beobachtungen zum Fral3, dass die Aufnahme
von Schwermetallionen Raupen vom Fral3 der Pflanze abhilt und somit einen Schutz
vor Fressfeinden darstellt.
Auch fillt auf, dass hauptsichlich griine und nur zweimal braune Raupen zu finden sind.
Das Wachstum ist schwer zu beurteilen, da von den unbehandelten Pflanzen, trotz des

Absammeln der Raupen, Vieles weggefressen ist. Allerdings ist gut zu sehen, dass die
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mit Zink und Kupfer behandelten Pflanzen von Brassica nigra und Brassica carinata

am kraftigsten sind, auch die mit Zink behandelten Pflanzen sind kréftiger als die

unbehandelten Pflanzen (Vgl. Abb. 66). Zwei der mit Kupfer behandelten Pflanzen der

Art Brassica juncea beginnen eine halbe Woche nach Gabe der Metallionen,

einzugehen, die dritte wird sehr schwach und wéchst nicht weiter (Vgl. Abb. 67).

Drei Wochen nach der lonengabe wird die Messung der Genexpression durchgefiihrt.
4.3.5.2. Extraktion der RNA und Messungen

Die Extraktion der RNA und die Umwandlung dieser in cDNA wird entsprechend der

Versuchsvorgabe durchgefithrt (Vgl. Abb. 68-75). AnschlieBend werden die

entsprechenden Primer fiir die ausgewdhlten Gene mit dem Mega-Mix fiir die Realtime-

PCR gemischt und in eine Reaktionsplatte fiir den Light Cycler gegeben. Die RNA-

Extrakte werden hinzugefiigt und die Messung mit dem Light Cycler durchgefiihrt (Vgl.

Abb. 76-79).

Gemessen werden die Haushaltsgene GAP und T41 und die Gene COPT, APX, MPT]1,

RANI und PAA.

Das Kontrollgen GAP wird als Vergleichswert verwendet, da sich hier die gemessenen

Werte deutlich vom Hintergrund abheben im Vergleich zu T41.

Zunéchst wird die Differenz aus den gemessenen Werten fiir die relevanten Gene und

den Werten fiir das Kontrollgen bestimmt und die Werte so umgerechnet, dass ein um

eins hoherer Wert einer Verdopplung des Wertes entspricht, da einberechnet werden

muss, dass sich die Menge der DNA pro Zyklus verdoppelt.

Es wird algo 2(Wert des Kontroligens — Wert des betrachteten Gens) grechnet.

Bei diesen Werten wird dann jeweils der Wert der Kontrollprobe gleich 1 gesetzt und

die Werte der behandelten Pflanzen durch den Wert der Kontrollprobe geteilt, um eine

Relation zwischen den Werten der behandelten und der unbehandelten Pflanzen zu

erhalten.

Der Ubersicht halber werden im Folgenden die daraus resultierenden Ergebnisse in

Diagrammen dargestellt, zugehorige Tabellen befinden sich im Anhang (Vgl. Abb. 80-

81). Zundchst werden die unterschiedlichen Genexpressionen zwischen den

unterschiedlichen Behandlungen innerhalb einer Art verglichen.
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Brassica juncea

2,00

1,50

1,00

ATIY

0,00

COPT MPTI PAA

u Kupfer ®mZink ®Kontrolle
Brassica carinata

2,00

1,50

1,00

SIFy N

0,00

COPT MPTI1 RANI PAA
E Kupfer mZink ®Kontrolle
Brassica nigra

2,00

1,50

1,00

SINRIN ¥

0,00

COPT MPTI1 RANI

E Kupfer mZink ®Kontrolle

AuBerdem werden noch die verschiedenen Werte der einzelnen Arten innerhalb der
Behandlung mit Cu?* bzw. Zn** Ionen verglichen. Auch hier entspricht der Wert 1 dem
der Kontrollprobe.
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Kupfer

2,00
1,50
1,00
- . ‘
0,00
COPT MPT1 RANI
M B. juncea WB. carinata W B. nigra
Zink
2,00
1,50
1,00
0,00
COPT MPT1 RANI1

W B. juncea WB. carinata W B. nigra

4.3.5.3. Analyse der Ergebnisse

Insgesamt muss gesagt werden, dass die Werte lediglich einen Vergleich darstellen und
nicht exakte Angaben iiber die Haufigkeit der Expression eines Gens innerhalb einer
bestimmten Pflanze darstellen, da sie nur in Relation zu bestimmten GroBen gesehen
werden konnen. Man kann also lediglich sehen, ob bestimmte Gene prozentual haufiger
oder weniger hdufiger in den behandelten Pflanzen im Vergleich zur Kontrolle
exprimiert wurden, man erhélt keine absoluten Werte. Zudem kann es Ungenauigkeiten
in der Messung durch unterschiedliches Alter der Blitter und aus welchen Bereichen
der Blitter die, fiir die Messung entnommenen, Teilproben stammen, geben.

Aus den gemessenen Werten ldsst sich schlieBen, dass das Gen COPT auf alle Félle an
der Aufnahme von Schwermetallionen beteiligt ist. Abgesehen von den mit Kupfer
behandelten Pflanzen von Brassica juncea wurde dieses Gen bei allen gemessenen

behandelten Pflanzen stirker exprimiert als bei den unbehandelten Pflanzen.
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APX wurde bei allen mit Kupfer behandelten Pflanzen deutlich schwicher exprimiert
als bei der Kontrolle. Auch bei der Behandlung mit Zink wurde dieses Gen, von
Brassica nigra abgesehen, schwicher exprimiert als ohne Metallzugabe.

Bei MPT1 sind die Ergebnisse sehr unterschiedlich. Bei Brassica carinata wurde es in
beiden Féllen schwicher exprimiert, bei Brassica juncea unter Einwirkung von Kupfer
starker, unter Einwirkung von Zink hingegen schwicher als bei der Kontrolle. Bei
Brassica nigra ist das Ergebnis genau umgekehrt; hier wurde MPT1 unter Einwirkung
von Kupfer ein wenig schwicher, dafiir unter der Einwirkung von Zink deutlich starker
exprimiert.

RAN1 wurde von allen drei Pflanzenarten unter der Einwirkung von Schwermetallen
schwécher exprimiert.

Von den mit Zink behandelten Pflanzen, von Brassica carinata abgesehen, wurde PAA

bei allen behandelten Pflanzen seltener exprimiert als bei der jeweiligen Kontrolle.

. Diskussion der Ergebnisse

Die Ergebnisse zeigen, dass alle drei Arten hochstwahrscheinlich in der Lage sind,
sowohl Zink als auch Kupfer aufzunehmen, da bei allen Arten eine Reaktion sichtbar
war. Bel Brassica carinata konnte bewiesen werden, dass die Pflanzen Metallionen
aufgenommen haben. Oft sind die Biomasseproduktion und das Wachstum sogar groBBer
als bei der unbehandelten Kontrolle. Es zeigen sich jedoch deutliche Unterschiede unter
den Arten, was die Toleranz und die Biomasseproduktion betreffen. Brassica juncea hat
in beiden Versuchsansitzen eine schwéchere Kupfertoleranz gezeigt als die beiden
anderen Arten. Auch hatte Brassica juncea die geringste Biomasse produziert.
Moglicherweise ist dies ein Grund, warum er bei den gleichen Metallmengen in einem
zu den anderen beiden Arten vergleichsweise schlechten Zustand war. Bei einer hoheren
Biomasseproduktion sinkt bei gleicher Metallionenmenge logischerweise die
Konzentration des Metalls in der Pflanze. Dies ist aber nur der Fall, wenn tatsdachlich
alle Pflanzen trotz unterschiedlicher GréBe gleich viel Metall aufnehmen. Hinzu
kommt, dass bei Brassica carinata bei hoheren Kupferkonzentrationen auch ein
grofleres Wachstum zu sehen war. Somit héngt die Biomasseproduktion nicht allein
davon ab, ob die Art von vornherein groBer wird, sondern auch davon, wie
metalltolerant die Art ist und ob sie einen Nutzen aus den Metallen ziehen kann. Es ist
also schwierig zu sagen, ob die geringere Toleranz tatsdchlich mit der kleineren Grofe,

einer geringeren Aufnahmeféhigkeit oder aber auch einer hoheren Aufnahmefahigkeit
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aber damit verbundener zu hoher Konzentration des Kupfers in den Zellen
zusammenhdngt. Es ist wahrscheinlich, dass nicht nur einer, sondern das
Zusammenspiel verschiedener Faktoren die Metalltoleranz der Pflanzen ausmacht.
Obwohl Brassica juncea eine niedrige Metalltoleranz im Vergleich zu den anderen
Arten gezeigt hat, war dennoch deutlich zu sehen, dass er unter gewissen
Metalleinfliissen eine groBere Biomasseproduktion gezeigt hat als die Kontrolle. In
einem #hnlichen Vergleichsversuch®® fielen die Ergebnisse deutlich anders aus. Dort
wurde das Trockengewicht jeweils von Spross und Wurzeln dreier Brassica-Arten, in
dem Fall Brassica juncea, Brassica rapa und Brassica napus, unter dem Einfluss von
Zn?*-Ionen, Cu**-Ionen und Zn**- und Cu**-lonen miteinander verglichen. Bei allen
drei Arten war das Trockengewicht der mit Metall behandelten Pflanzen sowohl was
Wurzeln als auch was Spross anging, deutlich geringer als das der Kontrollpflanzen.
Allerdings wurde bei dem Vergleich nur eine Konzentration getestet, moglicherweise
war diese bereits sehr hoch gewihlt, so dass das Pflanzenwachstum dadurch
eingeschrinkt wurde. Um diesen Versuch mit dem Durchgefiihrten vergleichen zu
konnen, finden sich die nach Wurzeln und Blittern bzw. nach Wurzeln und Spross
aufgeteilten Diagramme im Anhang (Vgl. Abb. 82-83).

Aus den Versuchsergebnissen heraus lassen sich auch Schlussfolgerungen ziehen, aus
welchen Griinden die Pflanzen die Metallionen aufnehmen. Die Beobachtungen des
FraB3es an den Pflanzen legen die Vermutung nahe, dass die Pflanzen dies als Schutz vor
Fressfeinden tun. Dieses Ergebnis bestétigt eine weitverbreitete These der Forscher,
dass Hyperakkumulatoren die Metalle als Fra3schutz einlagern.

Da nur bei einer Art gemessen werden konnte, ob und wie stark Metallionen
aufgenommen wurden, ist der Vergleich unter den verschiedenen Arten beziiglich ihrer
Aufnahmefahigkeit nicht méglich. Es konnte gezeigt werden, dass Brassica carinata
Schwermetallionen aufgenommen hat, allerdings war eine quantitative Bestimmung der
aufgenommenen Zinkionen nicht mdglich, die meisten aufgenommenen
Kupferkonzentrationen waren zu niedrig, um sie zu messen.

Die Messung der Genexpression hat gezeigt, dass die Expression einiger der Gene in
den untersuchten Brassica-Arten dhnlich durch die Einwirkung von Kupfer und Zink
beeinflusst wird wie aus Forschungen an Arten der Gattung Arabidopsis bekannt.
COPT, das Gen, welches fiir den Transport der Kupferionen ins Zellinnere zusténdig

ist, wurde auch bei den beobachteten Brassica-Arten vermehrt exprimiert. Die

38 vgl. S.D. Ebbs und L.V. Kochian
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Ergebnisse legen nahe, dass dieses Protein nicht nur fiir die Einschleusung von
Kupfer-, sondern auch fiir die von Zinkionen zusténdig ist.

Da APX von einer Ausnahme abgesehen unter Metalleinfluss deutlich schwécher
exprimiert wurde, ist es wahrscheinlich, dass dieses Gen, welches hdufig als Reaktion
auf Stressfaktoren vermehrt exprimiert wird, diese Reaktion bei Stress durch
Schwermetalle nicht zeigt. Allerdings bleibt ungeklart, warum es unter Schwermetall-
Stress sogar schwécher exprimiert wird als unter ,,normalen* Bedingungen. Es ldsst sich
zudem darauf schliefen, dass auf die getestete Pflanze von mit Zink behandelter
Brassica nigra aus einem nicht feststellbaren Grund einer oder mehrere Stressfaktoren
eingewirkt haben oder diese Art einen anderen Stoffwechsel hat als die anderen beiden
Arten.

Aus den Ergebnissen der Messungen von MPT 1 konnen sich keine eindeutigen Schliisse
ziehen, da die Ergebnisse sehr unterschiedlich ausfielen. Da aber sowohl bei Zink als
auch bei Kupfer vereinzelt erhohte Werte gemessen wurden, ist es gut moglich, dass das
Gen nicht nur fiir den Transport von Zink sondern auch fiir den von Kupfer in das Innere
der Vakuolen zusténdig ist.

Dass RANI1 in allen Fallen schwicher exprimiert wurde als bei der Kontrolle, wiirde
dagegen sprechen, dass dieses Gen auch in Arten der Gattung Brassica zum Transport
der Metallionen in den Golgi-Apparat genutzt wird oder aber auch, dass die Pflanzen
aus einem nicht bekannten Grund die Ionen nicht in den Golgi-Apparat transportieren.
Das Gen PAA wurde, von einer Ausnahme abgesehen, bei allen mit Metall behandelten
Pflanzen seltener exprimiert als bei der Kontrolle. Dies stimmt mit der Expression in
Arabidopsis-Arten iiberein. Es ist somit wahrscheinlich, dass die Pflanze das Gen, das
fiir den Kupfer-Transport zu den Chloroplasten zustdndig ist, bei einer zu hohen
Konzentration hemmt, um eine toxisch hohe Konzentration in den wichtigen Zellen mit

vielen Chloroplasten zu verhindern.

Fehlerdiskussion

Da die Pflanzen nicht unter genau kontrollierbaren Laborbedingungen, sondern im
Freien unter verschiedenen Wettereinfliissen aufgezogen wurden, diirfen eventuelle
Storfaktoren nicht auler Acht gelassen werden.

Der Hagelschauer, der einen Teil der Pflanzen beschddigt hatte, hat in das

Pflanzenwachstum mit hineingespielt. Zudem ist es durch den unterschiedlich starken
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Fral durch die Raupen schwierig, die gewogenen Trockenmassen der Blitter
miteinander zu vergleichen.

Auch wenn versucht wurde, fiir die Messung der Genexpression moglichst gleichaltrige
Blitter zu verwenden und durch das Errechnen des Mittelwertes der Ergebnisse zweier
Blitter pro getesteter Pflanzgruppe versucht wurde, eventuelle Schwankungen
auszugleichen, ist es dennoch mdglich, dass die Blitter unterschiedlich alt waren, was

das Messergebnis verfilscht haben konnte.

. Zusammenfassung

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die untersuchten Arten in der Lage sind, Kupfer
und Zink zu akkumulieren. Ob sie tatséchlich in der industriellen Phytosanierung
geeignet wiren, bleibt offen, da es aktuellen Forschungsergebnissen zufolge
Pflanzenarten gibt, die in der Lage sind, deutlich groere Mengen an Metallionen
aufzunehmen und zu speichern.

Das Ziel der Arbeit, einen Uberblick iiber den Einsatz von Hyperakkumulatoren zu
verschaffen und drei Arten der Gattung Brassica in ihren Eigenschaften als
Hyperakkumulatoren zu vergleichen, wurde erreicht. Hinzu kommt, dass durch die
Durchfithrung der Experimente unter natiirlichen Bedingungen auch Ergebnisse
beziiglich des Fraflschutzes der Pflanzen durch Metallaufnahme gesammelt und
ausgewertet werden konnten.

Ich hoffe sehr, dass diese interessanten und komplexen Pflanzen auch in Zukunft mit
grolem Interesse der Wissenschaft weiter erforscht werden. Hyperakkumulatoren
konnen in Zukunft eine grofle Rolle im nachhaltigen und umweltfreundlichen Umgang
mit Rohstoffen spielen. Sie bilden eine Moglichkeit, mit Metall belastete Boden zu
reinigen und auf Dauer wieder nutzbar zu machen. Hinzu kommt, dass sie, wie in
verschiedenen Quellen beschrieben, als Mittel gegen Armut eingesetzt werden konnen,
da sie in bisher nicht flir herkdmmliche Metallgewinnungsverfahren geeigneten
Gebieten eingesetzt werden konnen. Einheimische Bauern in verschiedenen Landern
konnten in Zukunft Hyperakkumulatoren auf metallhaltigem Geldnde angebaut und
nach der Aufnahme des Metalls geerntet und getrocknet und schlieBlich exportiert
werden. Auf Grund der aktuellen Rohstoffpreise wire das Verfahren bereits ab geringen
Metallkonzentrationen im Boden rentabel. Die Menschen konnten sich mit dem Abbau

von Metallen ihren Lebensunterhalt sichern. Des Weiteren konnen mit der durch die
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Verbrennung der Pflanzen zur Metallextraktion freigesetzten Energie Maschinen
betrieben werden, die der Weiterverarbeitung der Extrakte dienen.
Hyperakkumulatoren konnten in Zukunft fiir einen bewussteren und nachhaltigeren
Umgang mit Mensch und Umwelt in der Rohstoffindustrie sorgen.
Aus diesen Griinden ist es wichtig, diese Pflanzen zu erforschen und Entwiirfe fiir

entsprechende Projekte zu entwerfen und diese schlieBlich umzusetzen.
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8. Anhang
8.1.Abbildungen

Abbildung 1: Schema zur Metallaufnahme eines Hyperakkumulators

Abbildung 2: Schema zur Phytodegradation

Abbildung 9: Jihrliche Generationen der Kohleule
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Abbildung 10: Bedienungsanleitung WINLAB Data Line Photometer — Kupfernachweis
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Abbildung 11: Weifler Niederschlag von Zink in gelbem Blutlaugensalz (rechts)

Abbildung 12: Rot-brauner Niederschlag von Kupfer in gelbem Blutlaugensalz (ganz rechts)
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Abbildung 13
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Abbildung 14
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Abbildung 15
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Abbildung 16

49



Abbildung 17
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Abbildung 18
Abbildung 13-18: User Manual NucleoSpin® RNA Plant and Fungi
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Abbildung 19: Vorschrift zur Umwandlung von RNA in cDNA
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Abbildung 20: Denaturierung der DNA

Abbildung 21: Primerbindung

Abbildung 22: Synthese der DNA
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Abbildung 23: Inhaltsstoffe der verwendeten Erde

Abbildung 24: WINLAB® Data Line Photometer

Abbildung 25: Homogenisator

54



Abbildung 26: Heizschiittler

Abbildung 27: Geschlossene Zentrifuge

Abbildung 28: Multiwell Plate/Reaktionsplatte
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