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Zusammenfassung

Der Efflux von Arsenit aus Pflanzenwurzeln wurde untersucht,
wobei das Verhalten eines Bodensystems mit einer Hydro-
kultur verglichen wurde. In beiden Systemen steigt die
Konzentration von Arsenit in Abhangigkeit von der Zeit an und
korreliert mit der Arsen-Konzentration im Wurzelgewebe.
Wahrend bei Verwendung der Hydrokultur eine komplette
Reduktion von Arsenat zu Arsenit im Medium innerhalb von
1-3 Tagen durch den As(lll) — Wurzelaustausch stattfindet,
wird bei Anwendung des Bodensystems nur ein kleiner Teil
des Gesamtarsens in As(lll) umgewandelt. Dieser Anteil be-
findet sich dann auch nur in der unmittelbaren Nahe der
Wurzeln.

Die Unterschiede zwischen Hydrokultur und bodenbasiertem
System koénnen durch die Entstehung eines steilen As(lll) —
Konzentrationsgradienten mit abnehmender Distanz zur
Wourzeloberflache erklart werden, die durch die geringen
Diffusionskoeffizienten im Boden zustande kommen. Die
hohen As(lll) — Konzentrationen an der Wurzeloberflache be-
grenzen den durch chemische Gradienten getriebenen
diffusiven Austausch von As(lll) durch unlangst identifizierte
bidirektionale Aquaporine. Die steilen Gradienten um die
Wurzel im Bodensystem, gemessen durch Bodenlésungs-
entnahme im Kompartimentsystem mit hoher raumlicher Auf-
I6sung, kdnnen auch durch die Verwendung von Bioreporter -
Bakterien veranschaulicht werden.

Einleitung

Arsenige Saure (Arsenit) und Dihydrogenarsenat (Arsenat)
sind die dominierenden As-Spezies in Bdden. Es ist bekannt,
dass Arsenat in Analogie zu Phosphat durch ,high affinity” P-
Transporter von Pflanzen aufgenommen wird. Dagegen
wurde die Aufnahme von Arsenit erst vor kurzem be-
schrieben. Es konnte gezeigt werden, dass die neutrale
arsenige Saure durch Aquaporine, von denen einige als
Silizium — Transporter bekannt sind, transportiert wird. Diese
wurden in den distalen Plasmamembranen von Endo- und
Exodermis lokalisiert /1, 2/. Diese Transporter wirken nor-
malerweise bidirektional, haben aber durchaus auch bevor-
zugte Transportrichtungen. Bei Pflanzen, die mit As(V)
versorgt werden, wird i.d.R. in den vitalen Pflanzengeweben
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Arsenit gefunden, das durch die Wirkung der Arsenat -
Reduktase gebildet wird. Hohere Pflanzen kdnnen das Arsenit
mittels Phytochelatinen komplexieren und in Vakuolen
ablagern. Damit wird die Komplexierung von As(lll) mit den
SH-Gruppen von Enzymen minimiert /3/. Algen dagegen
reduzieren und methylieren das aufgenommene Arsenat und
speichern es als Dimethylarsinoyl- bzw. Trimethyl-
arsonioriboside (Arsenozucker) /4-6/.

Xu et al. /7/ haben eine massive und schnelle Umwandlung
von As(V) zu As(lll) im Medium bei Tomaten- und Reis-
pflanzen beobachten koénnen, die in Hydrokultur gezogen
worden waren. Sie fuhrten diese Reduktion auf den Wurzel-
einfluss und nicht auf eine mikrobielle Aktivitat bzw. die
Veranderungen des Redoxpotentials zurick. Fir boden-
basierte Systeme ist die Arsenspeziation in der Rhizosphare,
d.h. in dem von der Pflanze beeinflussten Bereich des
Bodens, noch weitgehend unbekannt. Vetterlein et al. /8/
haben in Kompartimentsystemen mit Quarz als Substrat und
Arsenat als Arsenquelle ansteigende Konzentrationen an
Arsenit mit der Zeit in der Rhizospharenbodenlésung
beobachten kodnnen. Im Vergleich zur eingesetzten
Arsenatkonzentration konnten nur relativ geringe Arsenit-
konzentration und auch nur in der Nahe der Wurzelmatte
analysiert werden. Um den scheinbaren Widerspruch
zwischen Hydrokultur und Bodensystem beziglich des
Austausches an Arsen aufzukldren, wurden die Rand-
bedingungen fiir einen diffusionsgetriebenen As(lll) -
Austausch verglichen: Dabei wurden die in Hydrokultur
gewonnenen Ergebnisse von Xu et al. /7/ mit denen aus zwei
bodenbasierten Kompartimentversuchen verglichen. Zum
einen ein As-kontaminierter Auenlehm (342 mg As kg'1), zum
anderen ein Quarzsubstrat (5 mg As kg'1) dem steigende
Mengen an Goethit als Sorbens fur As zugesetzt worden
waren. Zur selektiven und empfindlichen Bestimmung der
Arsenspezies wurde eine online - Kopplung zwischen lonen-

chromatograph  und induktiv  gekoppeltem Massen-
spektrometer (IC-ICPMS) eingesetzt /9-11/.
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Instrumentelles

Pflanzenexperimente

Im Gegensatz zu den bodenbasierten Experimenten wurden
bei den Hydrokultur — Experimenten von Xu et al. /7/ die
Pflanzen (Tomate, Lycopersicon esculentum) 15 Tage vor-
kultiviert, bevor sie mit As(V) Lésung (bellftet, 1 L) versetzt
wurden. Fir den Vergleich wird der berechnete Mittelwert flr
die verschiedenen Behandlungen und fir eine 1-Tages-
Exposition herangezogen. Die experimentellen Details der
Versuche basierend auf Quarz als Substrat mit Maispflanzen
(Zea mays) werden in /8/ ausfiihrlich beschrieben. Die
Experimente mit As-kontaminiertem Auenboden erfolgten
unter den gleichen Bedingungen, wobei hier Deutsches
Weidegras (Lolium perenne) eingesetzt wurde. Das Kom-
partimentsystem besitzt ein Gesamtvolumen von 1954 cm®
(Abb. 1). Die Bodenlésungen wurden in Abhangigkeit von der
Entfernung zur Wurzelmatte, die sich entlang eines
Nylonnetzes bildet, mit Hilfe von Mikrosaugkerzen
entnommen. Die geernteten Wurzeln wurden ebenfalls auf
As-Spezies untersucht.
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Abb. 1. Kompartimentsystem zur Untersuchung von chemi-
schen Gradienten im Rhizospharenraum (Angaben in mm)
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Abb. 2. IC-ICPMS Chromatogramm eines Standard-

gemisches aus 6 As-Spezies.

1. Arsenit, 2: Dimethylarsinsdure (DMA), 3: Monomethyl-
arsonsaure (MMA), 4: Arsenat, 5: Arsenobetain (AsB),

6: Trimethylarsinoxid (TMAQ)
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Elementspeziesanalytik

Mit Hilfe einer Anionenaustauschsaule (lon Pac AS7 /AG7,
Dionex) kombiniert mit einer Gradientenelution (A: 0.4 mM
HNO3; B: 50 mM HNOs3) kdnnen die anorganischen [As(lll);
As(V)] und die methylierten As-Spezies (Methylarsonsaure,
Dimethylarsinsaure, Arsenobetain und Trimethylarsinoxid)
chromatographisch getrennt werden (Abb.2). Die selektive
Detektion erfolgte mit einem ICPMS - Detektor auf der
Massenspur 75 (As). Die Nachweisgrenze fir Arsen liegt bei
<1ug L.

Resultate und Diskussion

Um abzuschéatzen, ob der As(lll)-Austausch diffusions-
kontrolliert ablauft, sind sowohl die As(lll) — Konzentrationen
an der Wurzeloberflache als auch im Zytoplasma erforderlich.
Bei bellfteten hydroponischen Systemen kann davon
ausgegangen werden, dass identische Konzentrationen in der
Lésung und in unmittelbarer Nahe der Wurzeln vorliegen. Fir
bodenbasierte Systeme ist dies keineswegs der Fall, da der
Diffusionskoeffizient im Boden eine Grolenordnung kleiner
ist, als der im Wasser. Darlber hinaus spielen Faktoren wie
Bodenwassergehalt, Tortuositdt und Sorptionskapazitat eine
entscheidende Rolle. Ein steiler As(lll) — Konzentrations-
gradient wurde in den bodenbasierten Systemen beobachtet,
wie aus Abb. 9 in /8/ hervorgeht. Unter Verwendung des
Quarzsubstrates wird As(lll) nur bis zu einem Abstand von
der Wurzelmatte von 36 mm detektiert. Zwischen der Wurzel-
matte und dem 36 mm-Abstand wurden As(lll) — Konzen-
trationen analysiert, die um den Faktor 10 bis 100 differierten.
Die direkte Analyse des As(lll) — Gehaltes im Zytoplasma ist
z. Z. noch nicht moglich und muss daher aus dem gemes-
senen Arsengehalt im Wurzelgewebe abgeschatzt werden.
Wie auch die Untersuchungen von Xu et al. /7/ ergaben,
konnten auch in dem hier getesteten bodenbasierten System
93 -99 % des Gesamtarsens als Arsenit bestimmt werden.
Ausgehend von einem Phytochelantin-SH zu Arsenit
Verhaltnis = 3:1, wie von Sneller et al. /3/ im Wurzelgewebe
gefunden, und einer Koordination von 3 SH-Gruppen pro
As(lll), nehmen wir an, dass 99% des As(lll) komplexiert in
der Vakuole vorliegt. Diese Hypothese wird unterstiitzt durch
réntgenabsorptionsspektroskopische Analysen (XAS), die
belegen, dass ein Grofteil des Arsens im Pflanzengewebe an
Thiolen gebunden vorliegt /12/. Des Weiteren wurde ange-
nommen, dass sich die Volumina von Vakuole und
Zytoplasma im Verhaltnis von 1:1 verhalten. Basierend darauf
kann die As(lll) — Konzentration im Zytoplasma berechnet
werden. Wenn sich dieses Verhaltnis zugunsten der Vakuolen
verschiebt, wirde daraus eine hohere Zytoplasmakonzen-
tration resultieren. Das wahre Verhaltnis wird abhangen vom
Anteil an meristematischem Gewebe in Relation zum aus-
differenzierten Wurzelgewebe.
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Tabelle 1 zeigt fir das hydroponische System (Hydrokultur),
dass die Diffusion bei einer As(lll) — Konzentration in der
Bodenlésung von 8 uM aufhéren sollte, da dann der che-
mische Gradient ausgeglichen ware. Dieser Wert stimmt sehr
gut mit dem von Xu et al. /7/ gemessenen Uberein. Gleicher-
mafien sollte sich fiir das Quarzsubstrat die Diffusion bei
Rhizospharenkonzentrationen, die nahe der in Rhizospharen-
bodenlésung gemessenen liegen, verringern. Der grofite
Unterschied zwischen Zytoplasmakonzentration und der
Konzentration in der Rhizosphare wurde flir den Auenlehm
gefunden. Im Gegensatz zum Quarzsubstrat hat der Auen-
boden eine hohe Sorptionskapazitat fir As aufgrund der
hohen Konzentration an schwach - kristallinen Metalloxiden
(Fe 7550 mg kg™, Mn 672 mg kg"), was dazu fiihrt, dass ein
Teil des abgegebenen As(lll) wahrscheinlich adsorbiert wird
und nicht in der Ldsung verbleibt. Darliber hinaus unterliegt
der Auenboden wechselnden Redoxpotentialen und besitzt
aktive Mikrobengemeinschaften, die gut an die verschiedenen
As-Spezies angepasst sind. Abiotische und biotische
Prozesse konnen somit unter aeroben Bedingungen zur
Oxidation von As(lll) flihren. Letztere sind im Quarz-
substratsystem weniger wahrscheinlich, da keine Mikroben
inokuliert wurden.
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Die As(lll) Konzentrationsgradienten, die sich um die Wurzel
bilden, sind steil genug, die beobachteten Differenzen im
As(lll) Austausch zwischen hydroponischem und boden-
basiertem System zu erklaren. Um detailliertere Informationen
Uber Gradienten um eine Einzelwurzel zu erhalten im Gegen-
satz zur Wurzelmatte (veranderte Geometrie), kénnen bildver-
arbeitende Techniken (Imaging) basierend auf Bioreportern
angewendet werden /12,13/. Auch die Nutzung von
Rhizosphdren — Modellen (RhizoMath) /14/ unter Einbe-
ziehung der chemischen Speziation kann helfen, das
Verstandnis von As — Aufnahme und - abgabe zu verbessern.
Wie aus Abb. 3 ersichtlich, treten neben den anorganischen
Arsenspezies in den untersuchten Pflanzen noch weitere
Arsenverbindungen auf, die auf Grund ihrer geringen Konzen-
trationen noch nicht massenspekiroskopisch identifiziert
werden konnten. Bezlglich der instrumentellen Analytik kann
die weitere Miniaturisierung der Probenahme und -verar-
beitung dazu beitragen, die Rhizospharenprozesse in — vivo
und hochaufgeldst verfolgen zu kdénnen sowie zu einer
detaillierteren Aufklarung der Kompartimentierung innerhalb
der Pflanze zu kommen. Mit der Verbesserung der
Identifizierung von intermediar - auftretenden Elementspezies
waren exaktere Aussagen Uber die Prozessfiihrung denkbar.

Lésung Lésung As¥ zur Rhizosphéare-Boden- As" in As in Wurzeln Variante
As’ Ernte Lsg. As" Wurzelzytoplasma4 zur Ernte
am Tag 0 zur Ernte
UM nMg"' FG

"Hydrokultur 10.0 0.23 6.75 8.23 433
Boden 156 50.0 9.48 11.0 580 G-0
basiertes 43.0 30.0 10.3 5.76 303 G-1
System 11.0 10.0 0.15 0.95 50 G-4
Quartz
substrate
®Boden 0.36 0.35 0.04 0.87 46 PO
basiertes 0.80 0.24 0.20 1.16 61 P 100
System 1.75 0.56 0.20 1.37 72 P 200
Auenboden

Tab. 1 Konzentrationen von As(V) und As(lll) in der Lésung, in der Rhizospharenbodenlésung, in Wurzeln und im Wurzelzyto-
plasma zu Beginn und nach der Ernte fiir das hydroponische und zwei bodenbasierte Systeme

! Daten abgeleitet aus Xu et al./7/, Experiment 1, 1 Tag Exposition von Lycopersicon esculentum mit 10uM As(V)

2 Daten abgeleitet aus Vetterlein et al. 2007, Kompartimentsystem, Experiment Quartz-Substrat mit ansteigender Goethit-
Menge (G-0, G-1, G-4) als Sorbens fur As(V), Experiment mit Zea mays durchgefiihrt (31 Tage)

% Daten vom Kompartimentsystem, Experiment mit kontaminiertem Aueboden (Mulde), ansteigende As-Konzentrationen der
Bodenlésungen wurden durch ansteigende Mengen an P-Dinger induziert (P 0, P 100, P 200), Experiment wurde mit Lolium

perenne durchgefihrt (63 Tage)
* Berechnungen siehe Text
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Abb. 3. IC-ICPMS Chromatogramm eines Wurzelextraktes (G-0) (A) und Arsenspeziesverteilung in jungen Blattern, mittleren
Blattern und in der Wurzel (B)
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