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WASSERPILZE UND

UMWELTSCHADSTOFFE

Dietmar Schlosser und Gudrun Kraufs

Aquatische Hyphomyceten sind Wasserpilze. Zu Hause

sind sie in Bdchen, Fliissen, Seen, oder Teichen und
erndhren sich vom dort vorhandenen organischen

Material. Dass sie au3ergewohnliche Fihigkeiten im

Hinblick auf das Selbstreinigungspotenzial von Ge-

{ wissern haben, fanden Wissenschaftler erst vor we-
\ nigen Jahren heraus. So konnen sie in erstaunlicher
| Weise Schwermetalle tolerieren, sie anreichern und

der Ausbreitung iiber oberirdische Gewidsserpfade
oder dem Eintrag in das Grundwasser entgegen-

wirken.

Auflerdem versetzt sie ein spezielles extrazellulires
Enzym — Laccase — in die Lage, unspezifisch eine
Vielzahl von organischen Substanzen anzugreifen.
Bereits Spurenkonzentrationen der unterschied-
lichsten Substanzen mit bekanntem oder auch un-

bekanntem Risikopotenzial konnten so abgebaut

werden. Fiir die Forschung ein interessantes Feld ...



Pilze haben viele Gesichter

Mit dem Begriff » Pilze« verbinden die meisten Menschen ohne Mi-
kroskop sichtbare Gebilde, die haufig aus Hut und Stiel bestehen
und teils essbar, teils aber auch giftig sind. Tatséchlich handelt es
sich dabei lediglich um die der sexuellen Vermehrung dienenden
Fruchtkorper von »Grofpilzen« (Macrofungi), die zirka 90 Pro-
zent der heute bekannten in etwa 100.000 Arten von Pilzen aus-
machen. Schitzungen, die bisher noch nicht bekannte Pilzarten
mit einbeziehen, gehen von zirka 250.000 bis 1,5 Millionen Arten
aus. Der eigentliche, haufig nicht sichtbare Teil dieser Organis-
men existiert in Form so genannter Hyphen, fadenformiger Stringe
zusammenhingender Zellen, die in ihrer Gesamtheit das Mycel
bilden. GroRpilze werden in zwei Klassen eingeteilt, die der Stén-
derpilze (Basidiomycetes) und die der Schlauchpilze (Ascomy-
celes). Gemeinsam mit den »niederen Schimmelpilzen« (Micro-
fungi) bilden sie das Reich der Echten Pilze (Eumycota). Im Ge-
gensatz zu Pflanzen, zu denen Pilze friiher gezahlt wurden, sind
sie nicht zur Photosynthese in der Lage und deshalb auf durch an-
dere Organismen produzierte energiereiche Verbindungen als
Lebensgrundlage angewiesen.

WASSERPILZE

Bild 1: Probenahme aus einem Grundwasserpegel im Mansfelder Land. Die Probe-
nahme-Beutel enthalten Frlenblitter, auf denen sich die Pilze ansiedeln kénnen.
(Quelle: Dr. Gudrun KrauB).

8818, BEEz

Bild 2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme eines von einem aquatischen Hyphomyceten besiedelten Erlenblattes, das zuvor in unbewachsenem Zustand in einen Grund-

wasserbrunnen ausgebracht wurde. (Quelle: Jim Ehrman, Kanada).
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Pilze spielten und spielen fiir die Menschheit eine betrdchtliche
okologische (Funktion fiir Stoffkreisldufe und Nahrungsnetzte),
wirtschaftliche (Wirkung als Niitzlinge oder Schédlinge), medizi-
nische (als Antibiotika-Bildner oder Parasiten) und auch kulturel-
le (Pilze als Kultgegenstinde, hallizunogene Pilze) Rolle. Ein pro-
minentes Beipiel fiir einen schédlichen Pilz ist der Erreger der
Kartoffelfaule, Phytophtera infestans, der im vorletzten Jahrhun-
dert in Irland mehrere Kartoffelernten vernichtete und somit da-
fiir mit verantwortlich war, dass dort zwischen 1845 und 1850 un-
gefihr eine Million Menschen verhungerte; ein Ereignis, das maf-
geblich zur Auswanderung vieler Iren in die USA beitrug. Ausge-
sprochen niitzlich und wichtig fiir medizinische Anwendungen
sind hingegen Antibiotika bildende Arten wie der zur Bildung von
Penicillin befdhigte Schimmelpilz Penicillivm notatum, der
1928 von A. Fleming entdeckt wurde. Weitere Beispiele fiir niitzli-
che Pilze in der Nahrungsmittelproduktion reprisentieren die zur
Herstellung von Wein oder Bier notwendigen Hefen oder die zur
Produktion mancher Kdsesorten eingesetzten Edelschimmel.

Die Hyphomyceten gehéren zu den so genannten mitosporen oder
auch imperfekten Pilzen. Dabei handelt es sich um Pilze, in deren
Entwicklungszyklus ein Sexualvorgang fehlt. Aquatische Hypho-
myceten wiederum sind Pilze, die an das Leben in aquatischen
Okosystemen angepasst sind. Bis vor einigen Jahren war weitge-
hend unbekannt, dass solche Organismen nicht nur eine erstaun-
liche Toleranz gegentiber stofflichen Umweltbelastungen besitzen,
sondern auch tiber spezielle katalytische und Anpassungsmecha-
nismen fiir die Auseinandersetzung mit Schadstoffen verfiigen.
Aquatische Hyphomyceten wurden in erstaunlicher Vielfalt in
hoch Schwermetall- und Organika belasteten Oberflédchenwissern
und deren Sedimenten gefunden. Der erste Nachweis einer be-
achtlichen Zahl unterschiedlicher Wasserpilzarten in kontami-
nierten Grundwissern gelang den Wissenschaftlern im Jahr 2002
(Bilder 1 und 2).

Wasserpilze als Biokatalysatoren

Seit zwei Jahren befasst sich eine interdisziplinr zusammenge-
setzte Gruppe von Wissenschaftlern des UFZ mit dem Thema
Stadthydrologie, das heifit mit der Wirkung stadtischer Nutzung
auf ober- und unterirdische aquatische Systeme. Durch Ober-
flichenabfliisse, beispielsweise von versiegelten Flichen, durch
Leckagen in Abwassersystemen, sowie durch unvollstandigen Ab-
bau von umweltbedenklichen Substanzen in Kldranlagen gelan-
gen unterschiedlichste Wasserinhaltsstoffe in den urbanen Was-
serkreislauf und kénnen von dort aus tiber Versickerungs- und
Transportprozesse das Grundwasser kontaminieren. Das geschieht

nicht erst seit »heute«, jedoch riickten einige Substanzen erst in
den letzten Jahren in den Mittelpunkt des Interesses. Der Grund
dafiir ist auch darin zu suchen, dass erst die Entwicklung neuer,
sensitiverer analytischer Methoden ihren Nachweis moglich
machte. Zu den genannten Substanzen gehiren beispielsweise
biologisch unvollstandig abgebaute Tenside, in Plastikprodukten
enthaltene »Weichmacher«, unterschiedliche Inhaltsstoffe von
Kosmetika, sowie Steroidhormone und andere Arzneimittelin-

Bild 3: Das extrazelluliire Enzym Laccase kann unspezifisch eine Vielzahl von organi-
schen Verbindungen oxidieren, im Gegenzug wird Luftsauerstoff zu Wasser redu-
ziert. Das katalytische Zentrum des Enzyms enthiilt vier Kupferatome.

haltsstoffe. Einige dieser Substanzen stellen offensichtlich ein Ri-
siko fiir die menschliche Nutzung von Wiissern sowie fiir natiirli-
che Okosysteme dar. So wurden fiir eine Reihe von Verbindungen
hormonzhnliche Wirkungen bei Wirbeltieren nachgewiesen. Ob
und in welchem Mafe diese Verbindungen durch Mikroorganis-
men, die in Gewésserokosystemen natiirlicherweise vorkommen,
beseitigt werden, ist oft nur teilweise oder gar nicht bekannt.
Wihrend beispielsweise natiirliche Steroidhormone recht schnell
in der Umwelt abgebaut werden, scheinen kiinstliche Steroide,
wie sie in der »Pille« verwendet werden, bedeutend langsamer
umgesetzt zu werden.

Generell findet der biologische Abbau von Schadstoffen schritt-
weise iiber mehrere Zwischenprodukte statt. Erfolgt er vollstindig,
fiihrt er letztendlich zu Kohlendioxid und Wasser. Zur Anreiche-
rung von Abbauprodukten in der Umwelt kommt es dann, wenn
die Substanzen nicht vollstindig abgebaut werden oder wenn die
weiteren Abbauschritte langsamer verlaufen als die den Abbau
einleitenden Schritte. Dies ist beispielsweise der Fall, wenn Mikro-
organismen mit der Fahigkeit zum vollstindigen Abbau fehlen
oder konkrete Umweltbedingungen, wie die Konzentration an ver-
fiigharem Sauerstoff, ihn nicht begiinstigen.

Kommt es unter diesen Umstdnden zu einer Anreicherung von
Abbauprodukten, ist es wichtig, daraus resultierende potenzielle
neue Risiken zu untersuchen. So besteht ein héufig beobachteter



Effekt darin, dass Abbaureaktionen bei schlecht wasserldslichen
(hydrophoben) Kontaminanten zur Bildung besser wasserldslicher
Produkte fiihren, die dann verstarkt in der Umwelt verbreitet, bei-
spielsweise in das Grundwasser transportiert werden. Auch sind
mogliche Wirkungen von Abbauprodukten auf Gewésserorganis-
men und den Menschen zu berticksichtigen.

Fiir eine nachhaltige und sichere Nutzung von Wasserressourcen
ist es also unumganglich zu wissen, wie Mikroorganismen orga-
nische Wasserschadstoffe abbauen und welche Folgeprodukte ent-
stehen. Doch welche Rolle spielen dabei aquatische Pilze?

Arbeiten der Nachwuchsgruppe Mikrobiologie des unterirdischen
Wassers konnten im Jahr 2002 belegen, dass viele aquatische Pilze
ein spezielles extrazelluldres, Laccase genanntes Enzym besitzen
und dieses in der Lage ist, unspezifisch organische Verbindungen,
darunter eine Vielzahl von Umweltschadstoffen, zu oxidieren
(Bild3). Pilzliche Laccasen waren bislang im Wesentlichen bei
Land bewohnenden Arten bekannt, die Holz und anderes natiirli-
ches Material zersetzen. Dort sind diese Enzyme am Abbau des
Lignins, der am schwierigsten biologisch abbaubaren Komponen-
te verholzter pflanzlicher Zellwéinde, beteiligt. Als weitere natiirli-
che Funktion vermuten die Wissenschaftler die Fahigkeit zur Oxi-
dation und damit Detoxifizierung von phenolischen Pflanzen-
inhaltsstoffen, die fiir Pilze gefhrlich werden konnen.

Im Gegensatz zu vielen intrazelluldren mikrobiellen Enzymen,
die haufig nur eine oder wenige chemisch eng verwandte Verbin-
dungen angreifen und auflerdem oft erst ab einer bestimmten
Konzentration der Fremdstoffe entstehen, ist die Bildung von
Laccasen infolge ihrer Funktion beim Abbau natiirlichen organi-
schen Materials Bestandteil der natiirlichen Lebensweise von Pil-
zen und damit vom Vorhandensein eines Schadstoffes unab-
hingig. Aufgrund der geringen Substratspezifitit solcher Enzyme
konnen bereits Spurenkonzentrationen unterschiedlicher Fremd-
oder Schadstoffe gewissermafien »nebenbei« mit abgebaut wer-
den, eine Eigenschaft, die sie fiir die Forscher interessant macht.

Neben ihrer Umweltrelevanz besitzen Laccasen ein sehr grofSes
Potenzial fiir die Biotechnologie, denn sie konnen in Abh4ngig-
keit von den jeweiligen Ausgangssubstraten und Reaktionsbedin-
gungen sowohl den Abbau organischer Verbindungen als auch
deren Umwandlung in wirtschaftlich interessante Substanzen mit
neuen Eigenschaften katalysieren — und das bei reduziertem Ein-
satz Umwelt belastender Chemikalien und weniger energieinten-
siv. Beispiele hierfiir sind Delignifizierungs- und Bleicheprozesse
in der Holz- und Zellstoffindustrie, die enzymatische Fasermodifi-
zierung, die Bleichung von Textilfarbstoffen, oder die Herstellung
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von Verbundwerkstoffen aus nachwachsenden Rohstoffen. Weitere
potenzielle Anwendungen bestehen in der Synthese von Pigmen-
ten fiir die Kosmetikindustrie (enzymatische Haarcolorierung), in
biologischen Abwasserreinigungsverfahren, sowie im Einsatz in
Enzymsensoren, Immunoassays und Brennstoffzellen.

Forschungsbeispiel Saale

Wasserproben aus der Saale im Stadtgebiet von Halle wiesen eine
Reihe kritischer Verbindungen auf, zum Beispiel Nonylphenole,
Bisphenol A (Bestandteil von Kunststoff-Weichmachern) und
polyzyklische Moschusverbindungen (Einsatz als Duftstoffe in
Kosmetika, in Seifen, als Waschmittelzusitze sowie in Haushalts-
reinigern). Fiir Nonylphenole und Bisphenol A wurden hormo-
nelle Wirkungen bei Wirbeltieren nachgewiesen. Wahrend Bis-
phenol A nach gegenwirtigem Kenntnisstand relativ gut in der
Umwelt abgebaut und nur in geringem Maf3e in Gewi4sserorga-
nismen angereichert wird, stellt sich die Situation fiir Nonylphe-
nole komplexer dar. Diese Verbindungen entstehen in Klaranlagen
infolge des unvollstdndigen biologischen Abbaus von in grofem
Umfang eingesetzten Tensiden (Alkylphenol-Ethoxylaten), und
werden mit dem gekldrten Abwasser in die Umwelt freigesetzt. Die
wichtigste Gruppe bilden die so genannten technischen Nonyl-
phenole, Verbindungen gleicher Summenformel, jedoch unter-
schiedlicher Struktur (Bild 4). Die Verbindung mit der einfachs-
ten Struktur, das 4-Nonylphenol mit einer linearen Seitenkette,

Struktur

Verbindung

Verwendung

Bild 4: In der Saale bei Halle nachgewiesene Wasserkontaminationen.

das in Abbaustudien hdufig als Modellverbindung eingesetzt

wurde, ist gut biologisch abbaubar, spielt aber bei technischen
Nonylphenolen nur eine untergeordnete Rolle. Von weit groferer

Relevanz sind Verbindungen mit verzweigten Seitenketten, diese
bilden den Hauptteil der technischen Nonylphenole. Hier existie-
ren nur wenige und zum Teil widerspriichliche Daten zur biologi-
. schen Abbaubarkeit in der Umwelt. Aufgrund ihrer chemischen
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Bild 5: Probenahme (Quelle: Barbara Krause, UFZ)

Eigenschaften werden Nonylphenole an feste Partikel in Gewds-
sern gebunden und in Gewissersedimenten und in Geweben von
Gewasserorganismen, beispielsweise Fischen, angereichert.

Die polyzyklischen Moschusverbindungen Galaxolid und Tonalid
reprisentieren gegenwirtig zirka 70 Prozent der weltweit herge-
stellten und in Umlauf gebrachten synthetischen Moschusverbin-
dungen — mit ansteigender Tendenz. Es handelt sich um fettlosli-
che (lipophile) Verbindungen, die ebenfalls in Geweben von Ge-
wiasserorganismen (Fische, Muscheln) angereichert und von sol-
chen Organismen wahrscheinlich in gewissem Umfang metaboli-
siert werden. Polyzyklische Moschusverbindungen wurden auch

n : T £l 1 "I
= K \/ d I I:'/' T

- etracladivm marchalianum
f/ i A

=

’ ¥ T S
n . "\ _a&— Covatospora longibrachiata =5
}k\ Clavariopsis aquatica : AL , [ 1 —3
! o - |
o OV
g Sera A ) / i
| Heliscus lugdunensis ;(

I ,f&\‘ ::i ‘1 - ; \.- i
. ﬁ_i Anguillospora sp. 1 ol o _' ..\:
- :. I‘ ,F. % .

% Tricladium angulatum
Lo . /
E a - y - /\\ @ if -
T 1. - ¥ e .

Bild 6: Sporen unterschiedlicher Arten aquatischer Hyphomyceten aus der Saale bei
Halle (Quelle: Dr. Kandikere Ramaiah Sridhar, Indien)

-

in menschlichem Fettgewebe und Muttermilch nachgewiesen und
stehen im Verdacht, tiber die Haut aufgenommen zu werden und
chronische toxische Effekte zu verursachen. Sie werden in Klran-
lagen offensichtlich nur sehr schlecht abgebaut und besitzen of-
fenbar eine hohe Stabilitdt in natiirlichen GewZssersystemen.

Verbliiffend fiir die Wissenschaftler war, dass zusammen mit den

genannten Wasserkontaminanten beachtliche Keimzahlen von

Wasserpilzen, die extrazelluldre Abbauenzyme bilden, im Wasser

und in oberflichennahen Gewissersedimenten der Beprobungs-
standstandorte nachgewiesen wurden (Bilder 6 und 7). Sie ver-
muten deshalb, dass diese Organismen beim natiirlichen Abbau
der genannten Wasserkontaminanten eine betrachtliche Rolle
spielen. Um die Relevanz von Wasserpilzen fiir den Umweltme-
tabolismus von Wasserkontaminationen (Bild 8) umfassend auf-
zukldren, werden gegenwirtig unterschiedliche, sich ergdnzen-
de wissenschaftliche Ansitze, in die mehrere internationale und
nationale Kooperationspartner ihr Know-How einbringen, ver-
folgt. Im UFZ werden beispielsweise im Rahmen eines DFG-Gra-
duiertenkollegs gemeinsam mit dem Fachbereich Biochemie/

i Biotechnologie der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg

der Abbau von Wasserkontaminanten und die dabei entstehen-
den Abbauprodukte anhand von Metabolismusmodellen unter-
sucht. Dabei setzen die Forscher sowohl Gesamtorganismen als
auch isolierte Abbauenzyme ein.
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Bild 7: Keimzahlen und Anteil von Laccase bildenden Wasserpilzen aus der Saale an unterschiedlichen Probenahmestellen im Stadtgebiet von Halle.

Die Charakterisierung von proteinbiochemischen und katalyti-
schen Eigenschaften von Abbauenzymen erfolgt in Kooperation
mit dem Institut fiir Molekularbiologie der Bulgarischen Akade-
mie der Wissenschaften, Sofia. In Kooperation mit der Mangalore
Universitdt, Mangalagangotri, Indien, und der Masaryk Univer-
sitét, Brno, Tschechische Republik, finden Arbeiten zum Nachweis,

i zur Artenvielfalt, sowie zur Haufigkeit des Auftretens dieser Orga-
nismen an den natiirlichen Standorten statt. Gerade die Kolle-
ginnen und Kollegen aus diesen beiden Einrichtungen bringen
vieljahrige Erfahrungen beziiglich der Taxonomie von Wasser-
pilzen und der okologischen Bewertung ihrer Artenvielfalt ein.

. Weiterfiihrende mikrobendkologische Untersuchungen widmen

Bild 8: Mit Bakterien vergesellschaftete Wasserpilze (Biofilm, rasterelektronenmikroskopische Aufnahme, Jim Ehrmann, Kanada) und die mégliche Funktion beim Abbau von

Wasserkontaminationen.

55



56

Bild 9: Die hauptsiichliche Titigkeit eines Mikrobiologen besteht aus Laborarbeiten
(Quelle: Dr. Dietmar Schlosser, UFZ)

sich der Rolle von Wasserpilzen in natiirlichen Biofilmen, die
durch Besiedlung von Oberfldchen durch Mikroorganismen ent-
stehen. Wasserpilze sind neben Bakterien typische Komponen-
ten in solch komplexen Lebensgemeinschaften, von denen man
annimmt, dass sie auf vielfaltige Weise an den Stoffumsetzungen
in einem Gewisser beteiligt sind.

Wasserpilze und Schwermetalle

Wie Bakterien sind auch Pilze in der Lage, die Mobilitdt und das
Umweltverhalten von Metallen in aquatischen Lebensrdumen zu
beeinflussen. Im Mansfelder Land (Mitteldeutschland), das ge-
prégt ist durch 800 Jahre Kupferschiefererz-Férderung und -Ver-
hiittung, fliefen aus Armerz- und Schlacke-Halden stark mit
Zink, Kupfer, Cadmium und Blei belastete Sickerwzsser ab und
kontaminieren dadurch angrenzende Gewissersysteme (Bilder 10
und 11). Auch in diesen hoch Schwermetall belasteten Ober-
flachenwissern konnten die Wissenschaftler aquatische Hypho-
myceten nachweisen, sie isolieren und systematisieren. Die Ar-
beiten sind seit Ende 1996 eingebunden in ein BMBF-Projekt
deutsch-kanadischer Kooperation zwischen dem UFZ, der Mount
Allison University, Sackville, und dem Fachbereich Biochemie/
Biotechnologie der Martin-Luther Universitit Halle-Wittenberg,
Auch innerhalb dieses Kooperationsnetzwerkes werden sich ge-
genseitig ergdnzende wissenschaftliche Ansitze verfolgt, um 6ko-
logische Funktionen aquatischer Hyphomyceten aufzukliren und
sie flir Bioremediationsprozesse zu nutzen. Einige seien in diesem
Rahmen genannt.

So ist es die Aufgabe von UFZ-Wissenschaftlern zu untersuchen,
ob und in welchem Maf3e aquatische Hyphomyceten Schwerme-
talle binden. Die Ergebnisse bestitigen die Hypothese und zeigen,

dass unterschiedliche Pilze Schwermetalle wie beispielsweise Cad-
mium und Zink effizient anreichern und auch bei betrichtlichen
Konzentrationen noch wachsen konnen (Bild 12). Dies legt das
Vorhandensein entsprechender Abwehr- und Detoxifikationsme-
chanismen nahe. Eine Kooperation mit Wissenschaftlern der
Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg brachte beispielsweise
ans Tageslicht, dass Schwermetall bindende Peptide, so genannte
Phytochelatine, unter anderem dafiir verantwortlich sind. Labor-
experimente bestitigten diese These: zwei Stimme des aquati-
schen Hyphomyceten Heliscus lugdunensis — isoliert aus jeweils

Bild 10: Austritt von Schwermetall kontaminiertem Sickerwasser aus einer Schlacke-
halde der Kupfererzverhiittung im Mansfelder Land. Die griine Fiirbung der Steine
resultiert aus Ausféllungen von Kupfer, Zink und Aluminium enthaltenden Minerali-
en. (Quelle: Dr. Gudrun Kraufl, UFZ)

Kontrolle
(unbelastet)

Standort 1 Standort 2
(belastet) (belastet)

46+34 7+3 0.36+0.05
387 0.5+0.2 0.12+0.08
6800 + 2300 3713 <10
340140 900660 1365
0.08+0.01 <0.05 <0.05
11411 390£210 12121
28+3 <25 <25
1500500 <0 <30
23+16 2.7+0.6 0.60.3
24500 + 3300 320150 90£12

Bild 11: Schwermetallkonzentrationen von Erlenbléttern, die in Oberflichenwssern
an unferschiedlichen Standorten im Mansfelder Land ausgebracht wurden. Die Blét-
ter dienen der Isolierung von Wasserpilzen, die sich darauf ansiedeln.



WASSERPILZE

Bild 12: Einfluss der Konzentration unterschiedlicher Schwermetalle auf das Wachstum von Wasserpilzen.

einem hoch und einem moderat Schwermetall belasteten Habitat
des Mansfelder Landes — wiesen ein unterschiedliches Verhalten
gegeniiber Schwermetallen auf. Unter Cadmium-Exposition bil-
dete der aus dem hoch belasteten Habitat stammende Pilz ein
Phytochelatin und zeigte eine geringere Wachstumshemmung als
der aus dem moderat belasteten Standort isolierte Organismus,
der kein Phytochelatin bildete. Zusammen mit deutlichen Unter-
schieden in der Morphologie der Pilzsporen deutet dies darauf
hin, dass beide Stimme unterschiedliche Okotypen reprisentie-
ren, die aufgrund individueller genetischer und physiologischer
Anpassungen in den lokalen, unterschiedlich belasteten Lebens-
raumen entstanden sein konnten.

i Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die aquatischen Hy-
phomeceten zu den viel versprechenden Organismen im Hinblick
auf eine Verringerung von durch den Menschen verursachten Ver-
schmutzungen in Gewdssern gehoren. Wissenschaft ist gefragt,
um dieses Potenzial weiter auszuloten und gezielt nutzbar zu
machen.
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