Freiberg Ecology online 6 (2019): 9-15 9

Anreicherung von Germanium in Suf3grasern
Accumulation of germanium in grasses

Sabine Kaiser, Christin Moschner, Oliver Wiche

Zusammenfassung: Viele Pflanzen sind in der Lage, Silizium (Si) als biogenes Silica
in Wurzeln, Sprossen und Blattern zu speichern. StBgraser (Poaceae) bilden Biosilica,
auch Phytolith genannt, in einem Biomineralisationsprozess. Aufgrund eines sehr
ahnlichen chemischen Verhaltens von Germanium (Ge) und Si wird vermutet, dass
Ge durch die Siliziumtransporter der Wurzeln in die Pflanze gelangt und in Phyto-
lithen akkumuliert wird. In dieser Studie untersuchten wir die Aufnahmemenge von
Ge in Sténgeln und Blattern von Zea mays (Mais) und Avena sativa (Hafer). Beide
Arten wurden in Gewéchshausversuchen auf sandigem Substrat mit unterschiedlichen
Ge-Konzentrationen Kultiviert. Die Gesamtkonzentration von Ge in Sténgeln und
Blattern wurde mittels ICP-MS gemessen. Als Ergebnis konnten in den Versuchs-
pflanzen bis zu 1 g/kg Ge in den Pflanzenteilen gemessen werden, wobei die
Konzentrationen in den Blattern signifikant héher waren als in den Stangeln. Keine
der verwendeten Versuchspflanzen zeigte Symptome von Germanium-Toxizitét.
Durch rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen konnte die Bildung von
Phytolithen nachgewiesen werden, in denen allerdings durch nachfolgende EDX-
Messungen kein Ge nachweisbar war. Diese Ergebnisse bestétigen, dass StiRgréser in
der Lage sind, Ge in ihrer Biomasse anzureichern. Die Speicherung von Ge in den
Pflanzenzellen scheint aber nicht wie bisher angenommen an die Bildung von
Phytolithen gekoppelt zu sein.

Schlusselworter/Keywords: Germanium, Siigraser, Biomineralisierung, Phyto-
lithe, Zea mays, Avena sativa; Poaceae, biomineralization, phytolits.

1. Einleitung

Pflanzen, die in der Erde wurzeln, sind in der Lage, Silizium (Si) und Germanium (Ge) aufzunehmen. Der
natlrliche Siliziumgehalt im Pflanzengewebe variiert je nach Art zwischen 0,1 und 10 % des Trockengewichtes
(Epstein 1999; Ma et al. 2002). Die Germaniumgehalte sind deutlich geringer, sie liegen im ppm bis ppb-Bereich
(Schroeder & Balassa 1967; Hara et al. 2014). Beide Elemente (Si und Ge) sind per Definition keine essentiellen
Elemente fiir hohere Pflanzen (Arnon & Stout 1939). Silizium zahlt dennoch zu den ,,beneficial elements*, da es
positive Effekte bezlglich des Pflanzenwachstums und der Entwicklung zeigt (Ma et al. 2001). Weiterhin
verbessert Silizium die Fahigkeit der Pflanzen, mit Salzstress, Trockenstress, Temperaturschwankungen,
Krankheitserregerangriff und Metalltoxizitat umzugehen (Ahmad et al. 1992; Wassersleben 2005; Liang et al.
2007; Liang et al. 2008; Wu et al. 2013; Hernandez-Apaolaza 2014; Liang et al. 2015; Pontigo et al. 2015;
Rodrigues & Datnoff 2015; Bakhat et al. 2018; Etesami & Jeong 2018). Fir Ge sind solche Effekte nicht bekannt.
Die zelluldren Prozesse, die zu den forderlichen Effekten fiihren, wie auch die Aufnahme, der Transport und die
Akkumulation von Silizium sind derzeit noch nicht vollstandig verstanden.

Um die Siliziumakkumulation zu verstehen, muss zundchst eine Besonderheit des VVorkommens erlautert
werden. Silizium ist das zweihdufigste Element nach Sauerstoff im Boden. Aufgrund seiner starken Affinitét zu
Sauerstoff kommt es (beispielsweise im Boden) als Silica oder Silikat vor. Silica ist ein anorganischer Festkorper
aus ungeordneten Silizium-Sauerstofftetraedern, bei dem im Gegensatz zu Quarz einige der méglichen Si-O-Si-
Verknipfungen nicht ausgebildet sind. Stattdessen sind Silanolgruppen (Si-O-H-Gruppen) vorhanden. Silica
(Allgemeine Summenformel: SiO*nH,0) ist nicht mit Silikaten zu verwechseln, deren vereinfachte schematische
Summenformel Ma[(SixOy)*®] ist (M entspricht einem oder mehreren Metallionen).

Silica wird in Pflanzen unter anderem durch Biomineralisationsprozesse gebildet und wird dann meist auch als
»Phytolithe® bezeichnet. Amorphes Silica kann bis zu 10 % des Trockengewichtes einer Pflanze ausmachen
(Kumar et al. 2017). Reisasche beispielsweise enthélt nach der Calcination zwischen 92 % und 97 % amorphes
Silica (Yalgin & Seving 2001; Della et al. 2002). Durch den Mineralisierungskreislauf (Biomineralisierung —
Demineralisierung - Remineralisierung) ist biogenes Silica eine bedeutende Siliziumquelle und beeinflusst den
globalen Siliziumkreislauf (Fraysse et al. 2009; Frings et al. 2016). Schatzungen von Conley & Schelske (2002)
belaufen sich auf 60-200 Tmol Silizium pro Jahr, welches in Pflanzengewebe akkumuliert wird. Pflanzen kénnen
eingeteilt werden in Silizium-Akkumulierer (>1,5 % Si in Blatttrockenmasse), MaRig-Akkumulierer und Nicht-
Akkumulierer (<0,5 % Si in Blattrockenmasse) (Ma et al. 2001; Mitani et al. 2005): Zu Akkumulierern gehdren
Pflanzen der Familie Poaceae (SiRgréser) wie Reis, Weizen, Hafer und Mais.
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Phytolithe sind in der epidermalen Schicht eingebettet und haufig in parallelen Reihen durch Kombination
verschiedener Zellen angeordnet (Kaufmann et al 1981, 1985). Phytolithe werden artspezifisch in Wurzeln,
Stangeln und Blattern gebildet. Sie treten in vielfaltigen Formen auf (hantelférmig, langlich, schmetterlingsformig,
keulenférmig, usw.), wobei sie eine Grof3e bis zu 200 um erreichen (Piperno 2006). Die Phytolithe werden sowohl
von Monokotyledonen als auch von Dikotyledonen gebildet. Die Form der Phytolithe wird beeinflusst von der
Art, dem Klima sowie der biologischen Umgebung (Piperno 2006). Monokotyledone bilden haufig artspezifische
Phytolithe, wéhrenddessen Dikotyledone zur Bildung unregelmaBige Formen neigen (Bozarth 1992). Aufgrund
der Artspezifik sowie der langen Haltbarkeit von Phytolithen, sind diese in der Archéobotanik, Paldobotanik und
der Paldoklimatologie von Interesse (Rosen & Weiner 1994; Parr et al. 2001; Cabanes et al. 2011; Yost &
Blinnikov 2011; Piperno 2014; Hodson 2016). Die Phytolithe erhdhen die Festigkeit der Pflanzen und dienen dem
FraBschutz (Massey et al. 2006; Massey & Hartley 2006). Silica kommt in Pflanzen nicht nur als Phytolith vor.
Verschiedene Gréser, beispielsweise Reis, besitzt eine etwa 1 pm dicke Silicaschicht auf den Blattern (Yoshida et
al. 1962; Ma 2003; Sato et al. 2016). Auf der Schicht sitzen Silica-Noppen von 50-100 nm (Sato et al. 2016).
Weiterhin wird Silica anstelle von Lignin in Zellwénde eingebaut (Nissan et al. 2015). Silica begunstigt die
Lichtstreuung im Pflanzengewebe und fahrt damit zu einer besseren Phytosyntheseeffektivitat (Agarie et al. 1996;
Klan¢nik et al. 2014; Sato et al 2016, 20177?).

Die meisten Bdden enthalten zwischen 100 und 500 uM geldste Monokieselsaure (H4SiO4) (Ma et al. 2011).
Durch passive oder aktive Prozesse wird diese in die Wurzeln der Pflanzen aufgenommen und (berwiegend in
Form von Monokieselséure durch das Xylem transportiert (Casey et al. 2003, Raven 2003, Mitani et al. 2005,
Soukup et al. 2017). In die aktive Aufnahme und Weiterleitung sind verschiedene Silizium-Transporter involviert
(Mitani et al. 2009, Ma et al. 2011, Pontigo et al. 2015). In StiRgrésern existieren verschiedene Aufnahmewege,
die durch den unterschiedlichen Wurzelaufbau bedingt sind (Mitani et al. 2009; Yamaji & Ma 2009; Yamaji et al.
2012). Reis besitzt in der Wurzel zwei Casparische Streifen. Die Si-Aufnahme mittels des Lsil-Transporters
erfolgt in Reis nur Uber exodermale Zellen (Mitani et al. 2009; Ma et al. 2011). Dagegen besitzen Mais, Gerste
und Hafer nur einen Casparischen Streifen in der Wurzel. Die Si-Aufnahme in Mais und Hafer erfolgt uber die
Siliziumtransporter HvLsi1l/ZmLsil in den epidermalen, hypodermalen und corticalen Zellen (Mitani et al. 2009).
Die Transporter sind nicht in der Lage, zwischen Si und Ge zu unterscheiden (Ma et al. 2002; Rains et al. 2006;
Ma et al. 2011). Aus dem Xylem wird das Silizium durch weitere Siliziumtransporter in das Blattgewebe entladen
(Ma et al. 2007; Yamaji & Ma 2009; Yamaji et al. 2012). Die Bildung artspezifischer Phytolithe ist ein Hinweis
darauf, dass der Prozess der Biomineralisation keine einfache Prazipitation, sondern ein physiologisch regulierter
Prozess ist (Kumar et al. 2017; Soukup et al. 2017). An der Bildung anorganischer Materialien sind héufig
organische Templates beteiligt. Phytolithe in Wurzeln von Sorghum bicolor werden beispielsweise in der inneren
Endodermiswand gebildet (Soukup et al. 2017). Eine nicht homogene Anlagerung von Lignin ermdglicht dort
einen Bereich zur Silica-Aggregation (Soukup et al. 2017). Initiiert durch einen Arabinoxylan-Ferulasaure-
Komplex wird dabei die Kondensation und Polymerisation von Kieselséure ausgeldst (Soukup et al. 2017).

Aufgrund der &hnlichen chemischen Eigenschaften wie lonenradius und Zahl der Aulienelektronen von Si
und Ge ist zu vermuten, dass sich auch das Aufnahmeverhalten und die Verteilung in Pflanzen dhneln (Azam &
Volcani 1981; Babula et al. 2008; Wiche et al. 2018). In biogeochemischen Prozessen wirkt Ge vergleichbar
einem sehr schweren Isotop von Si (Rosenberg 2009) und bildet in wassrigen Lésungen analog zur
Monokieselsaure Ge(OH)a, welches im Boden bei Ublichen pH-Werten vorkommt (Pokrovski & Schott 1998a,
b). Untersuchungen des molaren Ge/Si-Verhaltnisses in Phytolithen weisen jedoch auf eine Ge-Diskriminierung
in hdheren Pflanzen hin (Derry et al. 2007; Sparks et al. 2011; Wiche et al. 2018). So konnten Derry et al (2007)
durchweg Ge/Si-Verhaltnisse < 0,5 pumol/mol in biogenem Silica nachweisen. Hauptziel der hier vorgestellten
Untersuchungen war es, die Aufnahmemengen von Germanium durch Zea mays und Avena sativa auf
Sandboden zu testen.

2. Material und Methoden

2.1 Sandkulturen zur Untersuchung der Pflanzenverfiigbarkeit von Ge in Mais und Hafer

Im Gewéchshaus wurden Zea mays und Avena sativa in 32 Topfen (3 | Volumen) in einem Quarzsandgemisch
kultiviert. Die erste Germaniumzugabe erfolgte 10 Tage nach der Keimung. Jedem GieRwasser wurden jeweils 5
pmol/l Ge, 10 umol/l Ge oder 50 pmol/l Ge als Ge(OH)4 mit einer Stickstoff-Phosphor-Kalium-Nahrlésung (NPK)
zugesetzt. Diese enthielt 0,05 mM NH4NOs, 0,01 mM KH,PO., 0,05 mM KNOgz, 0,04 mM MgSOa, 0,02mM
CaCl,. Die Kontrollpflanzen bekamen NPK-Ldsung ohne Ge.

Die Versuche wurden pro Variante mit 4 Proben parallel ausgefiihrt. In jedem Topf befand sich eine Pflanze.
Nach einer Versuchsdauer von 47 Tagen wurden die Pflanzen geerntet. Danach wurden die oberirdischen
Pflanzenteile mit verdinnter HNO3 und destilliertem. Wasser gewaschen. Die Pflanzen wurden in Blatter und
Sténgel getrennt und gefriergetrocknet.
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2.2 Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der Blattoberflache

Zur Anfertigung der rasterelektronischen Aufnahmen (REM) wurde gefriergetrocknetes Probenmaterial auf
REM-Haltern mit Klemmen fixiert. Die Proben wurden mit Gold besputtert und am hochauflésenden
Elektronenmikroskop ,,ULTRA 55 der Firma Zeiss mikroskopiert. EDX Messungen (Energiedispersive
Rontgenspektroskopie) wurden mit einem Silizium Driftkammer Detektor (SDD) ,,Apollo 10* der Firma EDAX
durchgefhrt.

2.3 Elementbestimmung mittels ICP-MS

Die getrockneten Pflanzenteile wurden mit einer RETSCH-Mihle pulverisiert. 100 mg getrocknetes
Pflanzenmaterial wurden in der Mikrowelle (Ethos plus 2, MLS) mit Salpetersaure und Flusssdure nach Krachler
et al. (2002) aufgeschlossen. Die Germaniumkonzentration wurde mit Rhodium als interner Standard am QP-MS
Thermo Scientific X Series 2 bestimmt. Zur Qualitatssicherung wurde zertifiziertes Referenzmaterial (NCS ZC
73030) verwendet.

3. Ergebnisse

Die jeweils 16 Pflanzen von Zea mays und Avena sativa waren zur Ernte in einem vitalen Zustand und zeigten
eine gleiche Wuchshdhe. Einige Pflanzen zeigten braune nekrotische Stellen. Ein Zusammenhang mit der Ge-
Konzentration im GieBwasser konnte nicht sicher nachgewiesen werden, da ein Jahr spéater durchgefiihrte
Wiederholungsversuche keine nekrotischen Stellen an Pflanzen zeigten. Vielmehr ist zu vermuten, dass erhdhte
Sommertemperaturen im Gewachshaus dazu gefiihrt haben.

3.1 Aufnahme von Germanium in Mais und Hafer

Der Gehalt von Ge in die Blatter und Sténgel von Zea mays und Avena sativa wurde durch ICP-MS-Messungen
von pulverisiertem und aufgeschlossenem Pflanzenmaterial bestimmt. Als Pflanzenmaterial wurden jeweils
Blatter und Stangel getrennt untersucht (Fraktionen). In Abb. 1 sind die Ergebnisse dargestellt: Alle
Kontrollproben zeigten Ge-Konzentrationen unter der Nachweisgrenze. Pflanzen, die mit Ge gegossen wurden,
enthielten dagegen betrachtliche Ge-Konzentrationen in der Stangel- und Blatttrockenmasse. Die Blatter beider
Arten enthielten hohere Ge-Konzentration als die Stédngel. Die Pflanzen einer Fraktion (z.B. ,,Z. mays Blatter®)
zeigten eine deutliche Abhéngigkeit vom Ge-Gehalt in der Trockenmasse vom Ge-Gehalt im Giewasser. Die
hdchsten Ge-Gehalte erreichten daher die Blatter von Pflanzen, die mit Ge-Konzentration von 50 pmol/l gegossen
wurden. Bei A. sativa betrug diese Konzentration 0,9 g Ge/kg Trockensubstanz, bei Z. mays 0,3 g Ge/kg
Trockensubstanz. Die Si-Konzentration lag im Mittel bei 30 g/kg Trockensubstanz.
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Abb. 1: Germanium (Ge)-Konzentrationen (Mittelwerte + Standardabweichung; n = 4) in der Trockenmasse von Z. mays und
A. sativa in Abhéngigkeit der Ge-Konzentration im GieRwasser (0, 5, 10 und 50 pmol/l).

Fig. 1: Germanium concentrations (mean + sd; n = 4) in the dry biomass of Z. mays and A. sativa in plants treated with 0, 5,
10 and 50 pmol/I Ge.
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3.2 Rasterelektronische Untersuchung von Blattoberflachen

Die Bléatter von Z. mays und A. sativa wurden rasterelektronenmikroskopisch auf Phytolithe untersucht. Auf
der Oberflache von Z. mays waren schmetterlingsformige Phytolithe (engl. bulliform cells) mit einer Ausdehnung
von 10 pm in parallelen Reihen angeordnet. Ein Beispiel fiir mehrere nebeneinanderliegender Phytolithe auf einer
Z. mays-Blattoberflache ist in Abb. 2 gezeigt.

Die Silica-Zusammensetzung aller Phytolithe wurde mittels EDX-Messungen bestétigt. Auf der Oberflache
von A. sativa waren keine Phytolithe zu entdecken, daflir unzahlige (Silica)-Trichome. Das Blattmaterial von A.
sativa wurde daher bei 500 °C verascht und erneut mittels REM untersucht. Es zeigte sich, dass langliche
Phytolithe vorhanden waren, die allerdings im Vergleich zu Z. mays tiefer in der Endodermis lagen. Auch in A.
sativa sind die Phytolithe in parallelen Reihen angeordnet. Die Ergebnisse sind vergleichbar zu Ergebnissen von
(Kaufmann et al. 1985; Zhang et al. 2011).

4. Diskussion

Die Germanium-Aufnahme wurde an den beiden landwirtschaftlich genutzten SuRgrasern Zea mays (Cs-
Pflanze) und Avena sativa (Cs-Pflanze), in einem Gewachshausversuch untersucht. Dabei zeigte sich, dass Ge in
Sandbdéden bioverfugbar fir Z. mays und A. sativa war und in oberirdische Pflanzenteile aufgenommen wurde. In
den Blattern wurde eine hdhere Ge-Konzentration im Trockengewicht aufgenommen als in Stangeln (Abb. 1). Die
Konzentrationen in den Pflanzenteilen korrelierten mit der Ge-Konzentration im GieRwasser (Abb. 1). Noch nicht
verdffentlichte Ergebnisse auf normalem Boden zeigten, dass die Ge-Aufnahme in Sandboden unter den
angegebenen Bedingungen deutlich héher war als in normalem Boden. Welche aktiven Aufnahmewege zu dieser
Akkumulierung gefilhrt haben und in welcher Form Ge an welcher Stelle akkumuliert wurde, konnte mit diesen
Versuchen nicht ermittelt werden. Rasterelektronenmikroskopische Untersuchungen (REM) bestétigten die
Bildung von Pflanzenphytolithen (Biosilica) in der epidermalen Schicht sowie die Bildung von Trichomen.
Rontgenspektroskopische Untersuchungen (EDX) zeigten jedoch keine oder nur eine geringe Akkumulation von
Ge in Phytolithen. Eine Ge-Diskriminierung bei der Biosilifizierung konnte dafir verantwortlich sein (Derry et al.
2007; Sparks et al. 2011). Allerdings gehen die bisherigen Forschungsansitze davon aus, dass diese
Diskriminierung bei der Aufnahme in die Wurzel bzw. der Translokation in den Spross erfolgt (Wiche et al. 2018),
was durch die Ergebnisse dieses Experimentes nicht bestétigt werden kann.
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Abb. 2: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme einer Blattoberflache von Zea mays. Die dicken weil3en Pfeile zeigen die
Lage Phytolithe. Die Aufnahme wurde von E. Niederschlag, TU Freiberg (2017) erstellt.

Fig. 2: REM Image of the leaf surface of Z. mays. Phytoliths are indicated by white arrows. The photo was taken by E.
Niederschlag, TU Freiberg (2017).

Freiberg Ecology online 6 (2019): 9-15 [ISSN 2366-9551]



Kaiser et al: Anreicherung von Germanium in Su3grasern 13

Danksagung

Die Ergebnisse sind am Biohydrometallurgischen Zentrum fiir strategische Elemente der TU Bergakademie
Freiberg entstanden. Wir danken herzlich der Dr. Erich-Kriiger-Stiftung fiir die finanzielle Unterstiitzung. Zudem
danken wir Frau Elke Niederschlag (TU Bergakademie Freiberg, Institut fir NE-Metallurgie und Reinststoffe) fir
die Anfertigung der rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen.

5. Summary

Many plant species are able to deposit silicon (Si) as biogenic silica in roots, shoots and leaves. Poaceae, known
as sweet grasses, produce silica deposits, called opaline phytoliths in a biomineralization process. Due to a very
similar chemical behaviour, germanium (Ge) is suspected to enter the plant root in water soluble form by using
silicon transporters and are accumulated in phytoliths. In this study we investigated the uptake and accumulation
of Ge in shoots and leaves of Zea mays (maize) and Avena sativa (oat). Both species were cultivated in greenhouse
experiments on sandy substrate and were watered with Ge containing nutrient solutions. Total concentrations of
Ge in shoots and leaves were measured by Inductively Coupled Plasma - Mass Spectrometry (ICP-MS). The plants
accumulate up to 1 g/kg Ge per dry weight without symptoms of Ge toxicity. EDX measurements revealed very
low concentrations of Ge in phytoliths, indicating that Ge sequestration in plants is not strictly dependent on the

formation of phytoliths.
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