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Bioakkumulationsprozesse in vier Molluskenarten des Rheins

Stephan Winter

Synopsis

The mechanisms of cadmium (Cd) uptake and distri-
pution were studied in four freshwater molluscs
Ancylus fluviatilis, Dreissena polymorpha, Anodonta
anatina, and Corbicula fluviatilis under natural con-
ditions and in laboratory experiments. Cd concentra-
tions in molluscs and various environmental compart-
ments ranged from 0,85 to 2,03 ug/g dry mass.
Highest concentrations of Cd were found in the kid-
ney of Anodonta anatina. The comparative study
shows that Corbicula is a suitable bioindicator of Cd
contamination. Calcium concentrations in the experi-
mental water affected both, the Cd uptake as well as
the distribution in subcellular fractions. Low molecu-
lar weight metal-binding proteins bound an important
fraction of intracellular cadmium. Responses to Cd
contamination were observed on several levels of
complexity. Our study offers a standard for hazard
assessment of freshwater ecosystems.
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Biomonitoren
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1. Einleitung

Obwohl man von einer generellen Abnahme der
Schwermetallkonzentrationen des Rheinwassers aus-
gehen kann, muB aus 6kotoxikologischer Sicht die
Belastung des Sedimentes weiterhin berficksichtigt
werden, da Schwermetalle unter bestimmten Bedin-
gungen fiir Organismen wieder verfiighar werden
kénnen (FORSTNER & SALOMONS 1991). Die
Cadmium-Konzentration benthischer Invertebraten
kann oftmals in Beziehung zur Cd-Konzentration im
Sediment gebracht werden (STREIT 1990, KILGOUR
1991). So ist es denkbar, dafl der intensive Kontakt
mit dem Sediment in Organismen zu hoheren
Schwermetallanreicherungen fithren kann. Als
Schwebstoff-Filtrierer kénnen Muscheln vorhandene
Schadstoffe auch {iber den Prozef des Filtrierens auf-
nehmen. Diese Untersuchungen sollen mit zwei
Spezies der Lithofauna (Hartsubstrat besiedelnde
Organismen), Ancylus fluviatilis und Dreissena poly-
morpha, sowie zwei sedimentbewohnenden Spezies,
Anodonta anatina und Corbicula fluviatilis, durchge-

fihrt werden. Der einzige Gastropode dieser Unter-
suchung, Ancylus fluviatilis, lebt als Weidegdnger auf
Hartsubstrat. Die verschiedenartige Beanspruchung
des Habitates kann zu einer unterschiedlichen Cd-
Aufnahme beitragen. FRAZIER & GEORGE (1983)
und LAVIE & NEVO (1986) konnten bereits unter-
schiedliche Cd-Anreicherungen zwischen nahe ver-
wandten Molluskenarten feststellen. Die zu den
Untersuchungsorganismen zdhlende Corbicula-Spe-
zies ist ein erfolgreicher Neueinwanderer im Rhein-
system seit etwa 1985 (KINZELBACH 1991, DEN
HARTOG & al. 1992). KRAEMER (1979) stellte in
ihrem amerikanischen Untersuchungsgebiet fest, dal
sich Corbicula besonders in Fliissen mit einem gro-
Ben anthropogenen Einfluf gegeniiber einheimischen
Arten durchsetzen kann.

Es ist in Okotoxikologischen Untersuchungen nicht
moglich, alle EinfluBRfaktoren zu beriicksichtigen, die
das Anreicherungsverhalten beeinflussen kénnen. Fiir
die okotoxikologische Bewertung eines FlieRgewds-
sers ist es deshalb notwendig, mehrere Komplexitats-
ebenen zu beriicksichtigen. Folgende Fragestellungen
sollten im Rahmen dieser Untersuchung geklart wer-
den: Wie hoch sind die Cd-Konzentrationen wichti-
ger Kompartimente des Rheins? Wie hoch sind die
Cd-Anreicherungsfaktoren der untersuchten Mollus-
kenarten im Rhein und in den Laborversuchen?
Welchen EinfluB haben Unterschiede im Wasser-
chemismus auf die Cd-Verteilung in den subzel-
luldren Fraktionen? Von besonderem Interesse ist der
Cd-Anteil im Cytoplasma, da wir wissen wollen, an
welche metallbindenden Strukturen Cadmium im
Cytoplasma gebunden wird. Durch die Abnahme der
Individuendichte von D. polymorpha ist es dariiber
hinaus notwendig geworden, Alternativen zu den bis-
herigen Schadstoff-Biomonitoren zu suchen.

2. Material und Methode

Die Proben wurden am Rhein bei km 493 und 498,5
(offizielle Rhein-km) eingesammelt. Neben der
Bestimmung der Cd-Konzentrationen im Weichkér-
per der Molluskenarten wurde die subzelluldre Cd-
Verteilung untersucht. Die biochemische Untersu-
chung der metallbindenden Proteine wurde mit den
drei Organen Mitteldarmdriise, Kiemen und Nieren
von Anodonta anatina durchgefiihrt. Von den drei
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anderen Molluskenarten wurde der gesamte Weich-
korper zusammen untersucht. Ein bestimmter
Massenanteil wurde nun mittels NaBaufschluf in
einem offenen System mineralisiert. Die Cd-Bestim-
mung in dieser Untersuchung wurde mit einem
Atom-Absorptionsspektrometer (AAS) durchgefiihrt,
das mit einem direkten Zeeman-Effekt arbeitet (Griin
SM20). Fiir die Gelchromatographie wurde Sephadex
G-75 (Sigma) als Kartuschenfiillmaterial eingesetzt.
Die verwendeten Glaskartuschen flir die Mitteldruck-
Chromatographie (MPLC) sind mit Kompressions-
schrauben ausgeriistet, womit das Sdulenbett nach-
stellbar ist, um Totvolumina, die eventuell wéhrend
des Einsatzes auftreten kénnen, zu eliminieren. Eine
[onenaustausch-Chromatographie wurde durchge-
fiihrt, um zusdtzliche Informationen tiber Cd-binden-
de Strukturen zu erhalten.

Fiir die Berechnung des Anreicherungsfaktors wurde
an dieser Stelle von einer Cd-Konzentration von 0,3
pg Cd/1 im Rheinwasser (Deutsche Kommission zur
Reinhaltung des Rheins 1991) ausgegangen. Dieser
Wert entspricht der Nachweisgrenze fiir Cd. Basie-
rend auf der tatsdchlichen Cd-Konzentration wiirde
der berechnete Anreicherungsfaktor der Rheintiere
hoher ausfallen. Ebenfalls spielt fiir eine theoretische
Betrachtungsweise der Cd-Anreicherung fiber die
Wasserphase eine Rolle, ob sich der Anreicherungs-
faktor auf den gelosten Anteil allein bezieht oder den
an Schwebstoffe gebundenen Cd-Anteil mitberfick-
sichtigt. In den Laborversuchen wurde das Cd-
Aufnahmeverhalten in den Versuchstieren, die sich in
Rheinwasser und synthetischem Wasser befanden,
untersucht. Neben dem synthetisch harten Wasser,
das den Calcium, Magnesium und Chlorid-Konzen-
trationen des Rheinwassers nachempfunden wurde,
wurde mit Anodonta anatina auch noch eine
Versuchsreihe mit synthetisch weichem Wasser
durchgefiihrt. In allen Versuchsansidtzen wurde die
Cd-Konzentration mit CdCl, auf 15 pg Cd/1
(= 0,133 pmol/1) eingestellt. Hierbei wurden die Cd-
Sattigungskonzentrationen mit einer Sittigungsfunk-
tion berechnet.

3. Ergebnisse

In Abb. 1 werden die mittleren Cd-Konzentrationen
der untersuchten Molluskenarten und wichtiger
Kompartimente aus dem Rhein aufgefiihrt. Diese Cd-
Konzentrationen geben Aufschlufl iber die aktuelle
Cd-Belastung der Organismen und die Cd-Verteilung
in bedrohten Habitaten der FlieRgewasser.

Die vier untersuchten Molluskenarten im Oberrhein
wiesen mittlere Cd-Konzentrationen im Bereich von
0,8-1,6 pg Cd/g TM auf (vgl. Abb. 1). Die Cd-
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Abb. 1

Mittlere Cd-Konzentrationen (bezogen auf die Trockenmasse
TM) der vier Molluskenarten aus dem Rhein und von wichti-
gen Kompartimenten des betreffenden Okosystems.

Fig. 1

Mean Cd concentrations (based on dry mass) in four fres-
hwater molluscs and some major compartments from the
River Rhine.

Konzentration von A. fluviatilis lag auf dem gleichen
Niveau wie die ihrer Nahrungsgrundlage. Bei einer Cd-
Konzentration des Wassers im Labor von 15 pg Cd/1
stieg die Cd-Konzentration im WeichkOrper nach einer
bis zu 12-wochigen Versuchsdauer bis zu 70 ug Cd/g
an. Die Nieren von Anodonta anatina hatten das héch-
ste Cd-Aufnahmepotential von allen untersuchten
Geweben dieser Muschelart. Waren Glochidien, die
Larvenform der Teichmuschel, in Anodonta anatina
vorhanden, dann beinhalteten sie anndhernd 5% der
gesamten Cd-Menge. Adulte Tiere konnen auf diesem
Weg einen Teil ihrer Cd-Last abgeben.

In Tab. 1 werden die berechneten Cd-Anreicherungs-
faktoren unter Freiland- und Laborbedingungen auf-
gelistet. Unterschiede zwischen dem Freiland
(Rheinsystem) und den Laborversuchen weisen auf
mogliche EinfluBfaktoren wie Nahrung, Sediment
und Wasserchemismus hin, die das Aufnahmepo-
tential verindern koénnen. Die Uberpriifung mit dem
zweiseitigen t-Test flir unabhédngige Stichproben er-
gab nach der alpha-Korrektur (p x n) fiir den Rhein-
wasser-Laborversuch mit Ancylus fluviatilis sowie fiir
den Hartwasser-Laborversuch mit Corbicula fluviatilis
signifikante Unterschiede im Vergleich zum Freiland
auf dem 5% Signifikanzniveau.
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. Tab. 1
Molluskenart: Cd-Anreicherungsfaktoren Ll dnreickumngstakiagen in
Freiland Spannweite Laborversuche | Freiland und unter
Laborbedingungen.
Anodonta anatina 2600 13002500
. Tab. 1
Dreissena polymorpha 2900 1300019000 P ——
Corbicula fluviatilis 3600 53006500 the natural habitat and in
laboratory experiments.
Ancylus fluviatilis 5300 19003800
Es wurde weiterhin der Cd-Anteil im Cytoplasma  Fraktionen, eine hochmolekulare Struktur (iiber

und in den hoch- und niedermolekularen Fraktionen
untersucht (Abb.2).

Aus Abb. 2 ist einerseits zu entnehmen, daf der Cd-
Anteil im Cytoplasma der drei untersuchten Gewebe-
klassen variiert. Das Nierengewebe zeichnet sich hier
besonders durch einen hohen Cd-Anteil im Cyto-
plasma aus (Signifikanzniveau 5%). Weiterhin wur-
den geringere Cd-Anteile im Cytoplasma des Kiemen-
und Nierengewebes im weichen Wasser gefunden
(Signifikanzniveau 1%). Dagegen sind die Cd-Anteile
im Cytoplasma der Laborversuche mit Rheinwasser
und synthetischem Hartwasser, das den Calcium-,
Magnesium- und Chlorid-Konzentrationen des Rhein-
wassers entsprach, nahezu gleich. Es wurde ein
Mittelwertsvergleich mit dem t-Test und zusdtzlicher
alpha-Korrektur (p x n) durchgefithrt. Somit kann
man sagen, dal die Cd-Verteilung im Cytoplasma
durch die unterschiedlichen Hdrtegrade des Wassers,
nicht aber durch die unbekannten Inhaltsstoffe des
Rheinwassers, verdndert wurde.

Aus den gelchromatographischen Auftrennungen der
Cytoplasma-Proben erhielten wir zwei Cd-bindende

67000 Da) und eine niedermolekulare Struktur. Die
niedermolekularen Cd-bindenden Proteine haben in
den vier untersuchten Molluskenarten eine molare
Masse von 6.800—-10.000 Da. Die Auftrennung mit
einer lonenaustauschersdule ergab typische Peaks bei
einer Wellenldnge von 254 nm. Im Bereich dieser
Peaks in den Chromatogrammen war auch der Cd-
Peak zu beobachten. Im Cytoplasma wird Cd ab der
4. Woche nahezu vollstdndig im niedermolekularen
Bereich gebunden.

4. Diskussion

Durch die Sedimentation werden Spurenmetalle un-
unterbrochen aus der Wasserphase in das Sediment
transportiert (SIGG & STUMM 1994). Man darf sich
das Sediment nicht als einheitliches oder homogenes
Gebilde vorstellen. Die Cd-Konzentrationen sind
abhédngig von der KorngroBe des Sedimentes (siehe
Abb. 1). Aus dkotoxikologischer Sicht muf die Sedi-
mentstruktur bei der Gefahrenabschdtzung beriick-
sichtigt werden. Die hohen Cd-Konzentrationen im
Sediment lassen es notwendig erscheinen, die Cd-

L} Synth. Hartwasser

[ Rheinwasser

] Synth. Weichwasser

70+
60+
504

[%]

40+
30+
204
104

Cd-Anteil

Abb. 2

Mittlere Cd-Anteile [%] im
Cytoplasma der drei Gewebe-
klassen von Anodonta anati-
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Sedimentkonzentration neben der Cd-Konzentration
des Wassers zur Situationsbeschreibung eines Gewds-
sers zu beriicksichtigen. Die vorliegende Arbeit
belegt das hohe Cd-Akkumulationspotential bei allen
untersuchten Molluskenarten (vgl. Tab. 1). Diese
konnen, gerade in bezug auf die enormen Popula-
tionsdichten, als Senke fiir Cd angesehen werden. Cd
kann auf diesem Weg {iber einen langen Zeitraum im
Okosystem erhalten bleiben (STREIT 1992). Eine
Konzentration des akkumulierten Cd in spezifische
Geweben kann dort zu einer Schidigung fithren
(MOORE 1985, DOHERTY & CHERRY 1988).

Im Cytoplasma des Nierengewebes ist ein bedeuten-
der Cd-Anteil nachgewiesen worden (vgl. Abb. 2). In
den Nieren von Anodonta anatina wurden auch die
hochsten Cd-Konzentrationen gefunden (STREIT &
WINTER 1993). Nach diesen Ergebnissen kann man
vermuten, daR es einen gewebespezifischen Meta-
bolismus fiir Metalle gibt. Ob dies nun eine spezielle
Anpassung des Nierengewebes ist oder auf die hohen
Cd-Konzentrationen in diesem Gewebe zuriickzu-
fithren ist, muB weiter untersucht werden.

In den vorliegenden Versuchen konnten keine Unter-
schiede der Cd-Anteile des Cytoplasmas zwischen
den Versuchsreihen mit Rheinwasser und synthetisch
hartem Wasser gefunden werden. Da das synthetisch
harte Wasser beziiglich wichtiger Ionen dem Rhein-
wasser nachempfunden wurde, kann man davon aus-
gehen, daB die Unterschiede im synthetisch weichen
Wasser auf die geringeren Ionenkonzentrationen
zurlickzufiihren sind. Dies impliziert, daB Ca2+ nicht
nur die Akkumulationsraten beeinfluft, sondern auch
Auswirkungen auf die Cd-Verteilung in den subzel-
luldren Fraktionen hat. Diese Verteilungsdifferenzen
weisen darauf hin, dall durch den verringerten Ca-
Gehalt frei gewordene Bindungsstellen von Cd
besetzt werden. Diese verdnderte Cd-Einlagerung
konnte dazu beitragen, daB die Mollusken, die in
weichen Gewdssersystemen leben, sensibler auf eine
Cd-Exposition reagieren.

Die Angaben {iber den Cd-Anteil im Cytoplasma der
untersuchten Molluskenarten Dbestdtigen, dal ein
erheblicher Cd-Anteil im Cytoplasma zu finden ist
(siehe auch Abb. 2). Im Cytoplasma wird Cadmium
nach wenigen Versuchswochen vorwiegend an
Strukturen im niedermolekularen Bereich gebunden.
Bei der Anreicherung von Metallen in den Geweben
spielen die niedermolekularen Cd-bindenden Prote-
ine eine fundamentale Rolle (STREIT & WINTER
1993). Die Molekularmassen, mit denen die Cd-
Fraktionen korrespondieren, betrugen fiir die drei
Gewebeklassen von Anodonta anatina ca. 6800 Da.
Daraus ist zu entnehmen, daR sich die niedermoleku-
laren Cd-Bindungspartner fiir die Nieren, Kiemen

und die Mitteldarmdriise nicht unterscheiden und
die Cd-Bindung im Organismus nicht auf gewebespe-
zifische multiple Formen zurlickgefiihrt werden
kann. Die Ergebnisse dieser Untersuchung weisen
auf ein Protein hin, das zur Klasse der Metallo-
thioneine (MT) gerechnet werden kann. Die Induk-
tion spezieller Cd-bindender Proteine ist ein ener-
gieabhdngiger ProzeB. Nach einer MT-Induktion
kommt es in den Zellen zu einer Reduktion bestimm-
ter Proteinbausteine (VELDHUIZEN-TSOERKAN & al.
1990). Diese Einwirkung auf den Zellstoffwechsel
kann unter zusétzlichen StreBbedingungen den ge-
samten Organismus beeinflussen.

Corbicula fluviatilis ist nach diesen Untersuchungen
als ein geeigneter Biomonitor fiir den Rhein zu wer-
ten. Sie ist sehr robust und leicht zu héltern und
kommt in hohen Abundanzen vor. Sie hat eine hohe
Reproduktionskapazitdt und hohe Wachstumsraten.
Corbicula ist tolerant gegeniiber einer groRen Anzahl
an Schadstoffen, die sie in besonderem Male akku-
mulieren kann (ALDRIDGE & MCMAHON 1978,
MCMAHON 1983, DOHERTY 1990). Sie scheint nur
durch extreme Wintertemperaturen dezimiert zu
werden. So kann Corbicula in den FlieRgewds-
sersystemen, in denen sie sich bereits angesiedelt
hat, als Alternative zu dem bisherigen Schadstoff-
Biomonitor Dreissena polymorpha eingesetzt wer-
den. Anodonta zeichnet sich durch ihre GroRe aus,
wodurch eine Aufteilung der verschiedenen Gewebe-
klassen einfach durchzufiihren ist. Sie reagiert jedoch
empfindlich auf die Laborsituation und ist damit
schwerer zu héltern. Aufgrund der unterschiedlichen
Sedimentprdferenzen , stellt Anodonta eine Alter-
native zu den Corbicula-Arten dar.

Man kann zusammenfassend sagen, daR es aus 6ko-
toxikologischer Sicht schwierig ist, den Zustand eines
FlieBgewidssers liickenlos zu erfassen. Aus diesem
Grund sollten zur Uberwachung der Schadstoffein-
fliisse in FlieRgewdssern nach Mbglichkeit Untersu-
chungungen auf mehreren Komplexitdtsebenen
durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse der vorliegen-
den Arbeit stellen eine Briicke zwischen einer zu for-
dernden Empfindlichkeit des MeBsystems und 6kolo-
gischer Relevanz dar.
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