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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Einfithrung in die Problematik

Anfang der 80er Jahre erreichte die Baum- und Waldschadigung in Deutschland und Europa ein so
hohes AusmaB, dass diese unter dem Begriff ,,Waldsterben ein breites mediales und 6ffentliches
Interesse fand. Heute ist dieses Thema fast vollstindig aus den Medien verschwunden, dennoch
besteht die Schadigung des Waldes fort. Der Wald hat sich in den letzten Jahren auf einem
allgemein schlechten Vitalititsniveau mehr oder weniger stabilisiert. So sind laut dem letzten
vorliegenden deutschen Waldzustandsbericht von 2002 durchschnittlich 21 % Nadel-/ Blattverlust
aller Baumarten zu verzeichnen (BMVEL, 2002). In zunehmendem Malf3e sind auch Laubbidume
betroffen, die im allgemeinen als sehr robust gelten. Diese Schidigungen werden als neuartige
Waldschidden bezeichnet. Als Ursachen dafiir sind neben natiirlichen Einfliissen wie Sturm,
Insekten und Pilzbefall auch Luftschadstoffe mit anthropogenem Ursprung zu nennen (Schmidt,
2000). Stichprobenuntersuchungen in Gebieten, in denen die neuartigen Waldschédden besonders
hoch sind, haben unter anderem hohe Werte von Trichloressigsdure in Fichtennadeln und in der
Humusauflage ergeben.

Die Trichloressigséure ist eine phytotoxische Substanz und wird als bedeutsamer Kofaktor bei der
Verursachung neuartiger Waldschdden angesehen (Frank, 1988). Ihre phytotoxische Wirkung ist
schon seit Jahrzehnten durch den Einsatz als Herbizid bekannt. In den letzten Jahren erlangte TCA
als photochemisches Umwandlungsprodukt leicht fliichtiger chlorierter Kohlenwasserstoffe Auf-
merksamkeit und wird auch als sekundédrer Luftschadstoff bezeichnet (Frank, 1988, 1991; Frank et
al. 1989, 1990, 1994). Der atmosphéarische Abbau von C,-Chlorkohlenwasserstoffen liefert beacht-
liche Mengen an luftgetragenen Chloressigsduren, die durch Transmission in der Atmosphire
verteilt werden und infolge von Deposition auf die Vegetation einwirken. Nicht zuletzt gelangen
sie durch Auswaschungsprozesse in den Boden und auch in das Grundwasser. Seit den letzten 10
Jahren steht die Bedeutung von Trichloressigsdure hauptséchlich unter einem forstwirtschaftlichen
Aspekt. Die Wirkung von TCA-Eintragen auf andere Nutz- bzw. Wildpflanzen spielt bisher eine
untergeordnete Rolle. Neuere Biomonitoring-Studien von TCA im Bereich des Kaspischen Meeres
lassen die Spekulation zu, dass auch hier dieser Luftschadstoff ein wichtiger Faktor beim Prozess
der Versteppung dieser Region ist (Weissflog et al., 1999; Elansky et al., 2001).

1.2 Zielstellung

Zielstellung der vorliegenden Arbeit ist es, einen Beitrag zur Abschétzung des dkotoxikologischen
Potentials luftgetragener Trichloressigsdure auf die Vegetation zu leisten. Dabei wird ergénzend zu
den in der Literatur vorhandenen Akkumulations- und Biomonitoringstudien die phytotoxische
Wirkung dieser Substanz auf verschiedenen Versuchsebenen untersucht. Als Untersuchungspara-
meter steht der Stickstoffmetabolismus im Vordergrund. Weiterhin werden die Photosynthese-
leistung und der Detoxifikationsmetabolismus zur Bewertung der Okotoxikologischen Relevanz
herangezogen.
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Diese Arbeit untergliedert sich dabei in vier Untersuchungsebenen:

Versuchsebene 1: Standardisierte Labortests

Versuchsebene 2: Kontrollierte Exposition

Versuchsebene 3: Untersuchungen unter freilanddhnlichen Bedingungen
Versuchsebene 4: Freilanduntersuchungen

Im folgenden werden die einzelnen Versuchsebenen kurz erldutert:

Von den in der Versuchsebene 1 durchgefiihrten Biotests (Pollen Tube Growth Test, Ecotoxico-
logical Stable Isotope Metabolic Assay) werden Basisinformationen iiber die metabolische
Wirkung und Zytotoxizitdit von TCA erwartet, die jedoch allein fiir die Abschidtzung des
Gefihrdungspotentials atmosphirischer TCA im Okosystem nicht ausreichen. Deshalb werden in
der Versuchsebene 2 Begasungsexperimente unter standardisierten Bedingungen in Expositions-
kammern durchgefiihrt. Dabei wurden verschiedene Themenkomplexe bearbeitet.

Themenkomplex 1

Es existieren zum Teil grofe Unterschiede zwischen verschiedenen Pflanzenspezies in der
Schadstofftoleranz gegeniiber Luftschadstoffen (Barnes et al., 1999). Aus diesem Grunde ist es
notwendig, dass fiir eine Wirkungsdiagnostik der TCA verschiedene Wirkungsparameter und
Pflanzenarten untersucht werden. So wird in dieser Studie auf der Versuchsebene 2 auf
unterschiedliche Photosynthesetypen eingegangen, da vermutet wird, dass morphologische,
physiologische und biochemische Merkmale das Toleranzverhalten der Pflanzen gegeniiber Luft-
schadstoffen beeinflussen. Es werden Cs- und C,-Pflanzen herangezogen, die in ihrer Morphologie
und Biochemie stark differieren.

Themenkomplex 2

Der zweite Aspekt, der in dieser Versuchsebene beriicksichtigt wird, ist der Einfluss luftgetragener
TCA auf Koniferenpflanzen, der im engen Zusammenhang mit den unter Kap 1.1 schon erwéhnten
neuartigen Waldschédden steht.

Themenkomplex 3

Dariiber hinaus wird auf Versuchsebene 2 die Frage behandelt, ob und in welchem Male
unterschiedliche Herkiinfte einer Art einen Einfluss auf die phytotoxische Wirkung ausiiben.

Da bei Simulationen in der Expositionskammer Bedingungen herrschen, die so in der freien Natur
nicht vorkommen, ist es immer notwendig, Laborexperimente mit Freilandversuchen zu
kombinieren. Aus diesem Grunde werden neben der kontrollierten Exposition auch freiland-
dhnliche Versuche (Versuchsebene 3) mit der atmosphéarischen Belastung von TCA-Vorldufer-
substanzen in open-top Kammern durchgefiihrt. Die Relevanz der Vorldufersubstanzen liegt darin
begriindet, dass in der freien Natur aus ihnen die TCA gebildet wird und diese in unterschiedlichen
Konzentrationen, je nach Bildungsrate, auf die Pflanzen einwirkt. In diesen Versuchen haben
sowohl die Bildung, als auch die Bioakkumulation der Substanz unter naturnahen Bedingungen
einen Effekt auf die phytotoxische Wirkung.

Die letzte Stufe (Versuchsebene 4) beinhaltet die Freilandversuche, in denen der Einfluss von
TCA auf natiirlich gewachsene Pflanzen iiber Wurzelapplikation in einem Okosystem untersucht

wird. Hier sind nicht nur natirliche klimatische Verhiltnisse, sondern unter anderem die
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Bodentextur, der mikrobielle Abbau und der Einfluss von Pflanzengemeinschaften fiir die
okotoxikologische Relevanz von Bedeutung.

Durch die Untersuchungen des Einflusses von TCA auf den Stickstoffmetabolismus, unter
verschiedenen Aspekten betrachtet und auf vier Versuchsebenen analysiert, werden neue
Informationen erwartet, die eine differenzierte Beurteilung der phytotoxischen Wirkung
atmosphérisch vorkommender TCA erlauben und generelle Aussagen iiber das okotoxikologische
Gefihrdungspotential ermoglichen.

1.3 Ubersicht der Arbeit

Zur besseren Ubersicht der Arbeit sind im folgenden Schema die 4 Untersuchungsebenen (grau),
die bearbeiteten Themenkomplexe (griin) mit den zugehdrigen Zielstellungen (gelb) und den
Ergebniskapiteln (blau) dargestellt. Die zunehmende &kologische Relevanz der Untersuchungs-
ebenen wird mit steigender Farbintensitit verdeutlicht.
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1.4 Biologische Wirkungsuntersuchungen in der Okotoxikologie

Durch die Zunahme der Erdbevolkerung und den hdheren Bedarf an Bioressourcen steigen auch
die damit verbundenen 6kologischen Probleme, zu deren Klarung sich 1964 insgesamt 46 Staaten
zusammengefunden und ein internationales biologisches Programm (IBP) beschlossen haben
(Gellert et al., 1979). Durch eine Programmerweiterung unter dem Namen ,Mensch und
Biosphire“ (MAB), die von der UNESCO verabschiedet wurde, sollen Ansétze erarbeitet werden,
wie der Mensch die Biosphdre nutzen kann, ohne langfristig stérende Nebenwirkungen im
groBeren Ausmall hervorzurufen. Dazu gehort die Erfassung von Struktur und Funktion der
Biosphire und ihrer biologischen Teilgebiete, die Untersuchung der durch menschlichen Einfluss
verursachten Verdnderungen und die Riickwirkung dieser biosphérischen Verédnderungen auf den
Menschen (Gellert et al., 1979). Die Okotoxikologie stellt dabei ein Gebiet dar, das sich mit der
Lehre von der Schédlichkeit chemischer Stoffe (anthropogener und natiirlicher Substanzen) und
physikalischer Einwirkungen auf lebende Organismen, Populationen und ganze Lebensgemein-
schaften beschiftigt, wobei Stoffkreisldufe und ihre Wechselwirkungen mit der Umwelt auch eine
Rolle spielen (Giittinger & Stumm, 1990).

Der Begriff Okotoxikologie wurde erstmals 1969 von dem Toxikologen René Truhaut eingefiihrt
(Greim & Deml, 1996). Die Aufgabe der Okotoxikologie ist es, u. a. Prognosen iiber schidliche
Wirkungen als Abweichung von Referenzwerten lebender Systeme zu erstellen und das moglichst
bis zur Ebene der Population. Die Okotoxikologie ist ein interdisziplinires Arbeitsgebiet, das
Methoden der Toxikologie, Erkenntnisse aus der Pharmakokinetik und -dynamik mit 6kologischem
Wissen kombiniert und dabei auch juristischen Anforderungen gerecht wird (Rudolph & Boje,
1986). Das Problem dieser Disziplin besteht darin, dass das Okosystem, worauf letztendlich die
Wirkungsforschung ausgerichtet ist, ein hoch komplexes und flexibles Gebilde ist, das sich in
seiner Struktur und Funktion mit der Zeit dndert. Des weiteren stellt sich die Frage, was der Grund-
zustand des Okosystems ist und in welchen Grenzen er schwankt. Da der Mensch schon lingst
Einfluss auf die Natur ausiibt, kann von einem rein natiirlichen Zustand nicht mehr ausgegangen
werden, vielmehr muss durch die bereits vorhandenen anthropogenen Einfliisse ein ,,naturnahes
Okosystem* vorausgesetzt werden. Die allgemeine 6kotoxikologische Bewertungsstrategie geht
von einer Belastungsanalyse (vor Ort oder im Labor) aus und bestimmt anschlieBend den
physikalisch-chemischen Charakter, die Exposition (Bioverfiigbarkeit) und die dkotoxikologische
Wirkung der Stoffe. Durch Modellierung und Risikoabschitzung kann abschlieBend eine Langzeit-
prognose und Bewertung erfolgen (Ketrupp et al., 1990).

Die Untersuchungsebenen der Okotoxikologie erstrecken sich auf Biomolekiile, an denen
Wirkungsmechanismen untersucht werden konnen, auf die Zelle, an der Aufnahme-, Anreiche-
rungs-, Transformations- und Wirkungsstudien durchgefiihrt werden, auf einzelne Organe und
Gewebearten, auf das Individuum und auf die gesamte Population. Die Population stellt die hochst
entwickelte Ebene, in der Methoden und Kenntnisse zur Beurteilung von Schadwirkungen
vorliegen, dar, auch wenn bis jetzt nur ein Bruchteil untersucht ist und die Erkenntnisse liickenhaft
sind. Die entscheidende Forschungsebene der Okotoxikologie ist jedoch das Individuum, da es
hinreichend gut definiert ist und gesicherte Methoden zur Beurteilung der Schadwirkung vorliegen
(Rudolph & Boje, 1986). Die Erkenntnisse, die an einem Individuum gewonnen wurden, lassen
sich jedoch nur bedingt auf andere {iibertragen. Als Untersuchungsparameter werden die
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Grundfunktionen des Lebens und des Stoffwechsels, Wachstum, Bewegung, Vermehrung,
Vererbung und die Stoff- und Energiefliisse untersucht. Fiir die toxikologische Bewertung von
Stoffen gibt es bereits eine Reihe gesetzlich vorgeschriebener Einzelspeziestests, die jedoch den
Anforderungen der Okotoxikologie nicht im vollen MaB gerecht werden konnen, da sie hoch
standardisiert sind und mit Monospezies durchgefiihrt werden. Bisher gibt es noch keine gesetzlich
determinierten Freilandtests, die Verdnderungen von Okosystemaren Struktur- und Funktions-
parametern anzeigen (Ketrupp et al., 1991).

Freiland-Paralleluntersuchungen gehdren zu den Perspektiven der Okotoxikologie, um eine
Abschitzung des Okotoxikologischen Risikos vornehmen zu koénnen. Eine Verbindung zwischen
Freiland- und Einzelspeziestest sind Modellokosysteme, die die Moglichkeit bieten, Lebens-
gemeinschaften mit realistischen Chemikalienkonzentrationen zu untersuchen. So kdnnen unter
definierten Expositionsbedingungen Wirkungen auf Populationen erforscht werden und bei
langerfristigen Studien Spétfolgen und Erholungspotential sowie Wirkungsschwellen und Langzeit-
verhalten von Stoffen ermittelt werden (Greim & Demel, 1996).

Eine weitere wichtige Aufgabe der dkotoxikologischen Forschung ist es, geeignete Biomarker zu
finden, die im Sinne des Effektmonitorings sowohl die Akkumulation, als auch die Wirkung der
Schadstoffe beriicksichtigen und mit denen eine Bewertung subletaler und ldngerfristiger Toxizitét,
wie sie in der Umwelt vorkommt, mdglich ist. Biomarker sind physiologisch-biochemische
Verénderungen, die als Reaktion auf eine Kontamination im Gesamtorganismus untersucht werden
(Greim & Demel, 1996). Neben biochemischen Parametern, wie Stressproteinen, metallbindenden
Peptiden und Enzymaktivititen kdnnen auch anatomische und zytologische Veranderungen heran-
gezogen werden. Der derzeitige Einsatz von Biomarkern ist jedoch begrenzt. Griinde dafiir sind
zum einen fehlende Referenzwerte und fehlende Kenntnisse aus der Grundlagen- und angewandten
Forschung und zum anderen die hohe Erwartung, dass durch Biomarker unmittelbar
Schadstoffquellen nachweisbar sind (Sordyl, 2001).

Stabile Isotope kdnnen dabei einen integrierten Belastungsindikator in der biologischen Wirkungs-
forschung darstellen. Im Gegensatz zu radioaktiven Isotopen zerfallen diese nicht unter
Strahlenfreisetzung und sind somit aus dieser Sicht fiir die Gesundheit unbedenklich. Aus diesem
Grunde finden sie in medizinischen und biochemischen Untersuchungen eine breite Anwendung.
Die meist verwendeten schweren Isotope sind neben dem Deuterium *H das Stickstoffisotop '°N
und das Kohlenstoffisotop C. Fiir biologische Wirkstudien ist das Stickstoffisotop von
besonderem Interesse, da mit ihm speziell der Stickstoffmetabolismus als sensitiver biochemischer
Parameter untersucht werden kann. Damit konnen zum einen "N-Tracerstudien durchgefiihrt
werden, die sich auf der Ebene der Aufnahme und des Einbaus von Pflanzennihrstoffen in
Aminosauren und Proteine (Ter Steege et al., 1999) oder des Einflusses von Schadstoffen auf den
N-Metabolismus (Rundel et al., 1989; Jung et al., 1994; Mocker et al., 1996; Jung et al., 1999;
Hafner et al., 2000) befinden. Zum anderen konnen natiirliche Isotopenverhéltnisse fiir
Biosynthesestudien genutzt werden, bei denen Isotopieeffekte zu Grunde liegen (Jung et al., 1997,
Hofmann et al., 1997; Schmidt & Kexel, 1998; Schulz et al., 2000; Jung et al., 2002). Der
Proteinturnover und der Aminoséurestoffwechsel sind allgemeine Bioindikationsmerkmale, die
besonders frithzeitig die Erkennung einer Schadwirkung ermdglichen (Schubert, 1991). Das °N-
Isotop stellt dabei einen sensitiven Marker zur Untersuchung des Stickstoffmetabolismus dar.
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Die biochemisch-physiologischen Untersuchungen, die neben dem Protein- und Aminoséurestoff-
wechsel auch Biomembranen, Photosynthese, Pigmente, Energiestatus, Enzymaktivitaten, Phyto-
hormone, Mineralstoffwechsel und andere Zellbestandteile und -vorgénge betrachten, beschreiben
eine Stufe der Bioindikation, die empfindlich auf Stérungen reagiert und zu den ,,unsichtbaren
Schaden” gehort (Schubert, 1991). Weitere Bioindikationsstufen sind morphologische, bio-
rhythmische und verhaltensbiologische Abweichungen von Organismen, populationsdynamische
Anderungen und Stérungen von Lebensgemeinschaften.

1.5 Biologische Testsysteme

Mit fortschreitender Entwicklung der chemischen Analytik zur qualitativen und quantitativen
Bestimmung von Stoffen bzw. Xenobiotika wird ein immer tieferer Einblick in das komplexe
Gefiige der Exposition und Bioakkumulation dieser Substanzen auf biologische Systeme
ermoglicht. Eine Aussage iiber die biologische Wirkung kann sie jedoch nur indirekt treffen. Fiir
die Untersuchung des Wirkungsgeschehens einzelner Stoffe und Stoffgemische werden biologische
Testverfahren herangezogen. Bereits in den 70er Jahren wurde begonnen, Testverfahren zur
Beurteilung der Wirkungen chemischer Produkte auf Mensch und Tier zu entwickeln, die
besonders wichtig fiir die Zulassung von Chemikalien, Pflanzenschutzmitteln, der Kontrolle von
Abwassereinleitungen, Uberwachung von Emittenten und von Immissionen sind (Rudolph, 1992).
Dabei wurden eine Reihe von Tests etabliert, die sich von der Zelle bis zum Organismus erstrecken
und Testspezies unterschiedlicher Trophieebenen, verschiedene Wirkungsparameter oder
Endpunkte beinhalten. Die Weiterentwicklung solcher Testsysteme hat das Ziel, umfassende
Aussagen liber Schadwirkungen anthropogener Stoffe auf die belebte Umwelt treffen zu konnen.
Es stehen nunmehr ca. 80 - 100 gesetzlich vorgeschriebene bzw. zugelassene Testverfahren zur
Verfiigung. Dariiber hinaus wurden eine Vielzahl anderer sensitiver standardisierter Biotests
entwickelt, um ein moglichst umfassendes Bild iiber die biologische Wirksamkeit von Stoffen zu
erfassen (Fent, 1998).

An die Etablierung von Biotestverfahren werden eine Reihe von Anforderungen gestellt, die sich
auf die Reproduzierbarkeit, Standardisierung, biologische Interpretierbarkeit, Versuchsdauer, Auto-
matisierbarkeit und Kosten beziehen (Rudolph, 1992). Diese Anforderungen sind je nach

Verwendungszweck verschieden und miissen nicht alle in einem Test vereint sein.

Fiir die Dokumentation der Ergebnisse gibt es eine Reihe von KenngréfBen, bei denen untere Wirk-
schwellenwerte, wie NOEC (No Observed Effect Concentration), LOEC (Lowest Observed Effect
Concentration) und der EC, (Effect Concentration) angegeben werden. Der NOEC-Wert ist die
hochst gepriifte Konzentration, bei der kein Effekt auftrat. Eine hiufig angegebene toxikologische
KenngrofBe ist der ECso -Wert, der die Konzentration darstellt, bei der 50 % des Effektes eintritt
(Nusch, 1989). Ist dieser Effekt eine Inhibierung bestimmter Parameter, kann auch von einem ICsy-
Wert (Inhibition Concentration) gesprochen werden.

Die am weitesten entwickelten Toxizititstests beziehen sich auf aquatische Okosysteme, bei denen
Organismen wie Bakterien, Griinalgen, Wasserpflanzen, Krebse, Wiirmer, Insekten und Fische als
Testorganismen herangezogen werden. Testsysteme mit Zelllinien, wie z. B. Fischzelllinien,
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ermoglichen ein schnelles Screeningtestverfahren zur Bestimmung akuter Toxizitdten. Die

Etablierung solcher in vitro Testsysteme ist auch im Sinne des Tierschutzes wichtig (Fendt, 1998).

Beziiglich der Toxizititstests fiir terrestrische Okosysteme gibt es, verglichen mit aquatischen
Systemen, bislang nur wenige Methoden, weil der Boden als Medium hoch komplex und die
Bioverfligbarkeit der Stoffe inhomogen ist. Haufig verwendete terrestrische Testverfahren sind
mikrobielle Tests, Untersuchungen mit hoéheren Pflanzen, die sich fast ausschlieBlich auf
Samenkeimung und Wurzelwachstum beschrianken, sowie Untersuchungen an Regenwiirmern und
Vogeln. Bei den tierischen Organismen wird hauptsédchlich die Mortalitdt bestimmt (Fent, 1998). In
Abb. 1 sind die Wirkebenen der Substanzen hinsichtlich ihrer biologischen Wirksamkeit,
Empfindlichkeit und der 6kologischen Relevanz abgebildet. Labortests liefern wichtige Ergebnisse
fiir die Okotoxikologische Bewertung, sollten jedoch auf ihre Okologische Relevanz in
langangelegten Feldversuchen gepriift werden.

Wirkebene | Wirkung/Aussage Empfind- Okologische
lichkeit Relevanz
Molekiil Erbgutverdnderungen, Enzymhemmung, Antikor- hoch niedrig
perreaktion
Zelle Biologischer Abbau, Mutagenitit, Vermehrungs-
hemmung / Tod
Organismus | Metabolisierung, Mutagenitét, Vermehrungshem-
mung, Wachstumshemmung, Tod
Biotop Bioverfiigbarkeit: biologische, chemische, physi-
kalische Elimination
Hemmung der Biomasseproduktion, Verdnde-
rungen des Artenspektrums, Verlust der biologi- o N
schen Funktion fiedrs och

Abb. 1 Spektrum biologischer Testverfahren (Kanne, 1991)

Ein Aspekt, der bei Biotestverfahren eine Rolle spielt, ist die Beurteilung von Umweltproben, z. B.
Wasser-, Boden- und Sedimentproben. Dies kommt vor allem bei Kontaminationsproblemen zum
Tragen.

Die an Biotests gestellten Anforderungen bringen jedoch den Nachteil mit sich, dass diese
Testsysteme weit entfernt von natiirlichen Bedingungen sind. So werden klimatische Bedingungen,
Néhrstoffvorkommen und andere Lebensbedingungen im Labor optimiert und so standardisiert,
wie sie in der Natur nur selten vorkommen. Auflerdem werden meist nur Monospezies untersucht,
die die Lebensgemeinschaften nicht reprisentieren konnen (Dorgerloh, 1997). Toxizititstests
konnen somit nur begrenzte Aussagen hinsichtlich einer méglichen Gefdhrdung fiir die Vegetation,
Mensch und Tier treffen.
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2 Kenntnisstand

2.1 Trichloressigsaure in der Umwelt

2.1.1 Physikochemische Eigenschaften

Die Substitution der drei Wasserstoffatome an der Methyl-Gruppe der Essigsdure macht TCA zu
einer starken Sdure mit einem pKa-Wert von 0,67. In der natiirlichen Umgebung liegt sie als Anion
vor, was eine sehr gute Wasserloslichkeit zur Folge hat. Klein (1997) berechnete, das TCA in den
Wolken zu 99 % in der Wasserphase vorliegt. Bei geringen Wassergehalten hiangt das Verteilungs-
verhiltnis im atmosphérischen Aerosol stark von der Temperatur und dem pH-Wert der Partikel ab.
Wegen der hohen Wasserloslichkeit ist die Bodenadsorption von TCA gering. Aus diesem Grunde
kann sie in tiefere Bodenschichten und ins Grundwasser gelangen. In der Tab. 1 sind die wichtig-
sten Stoffeigenschaften aufgelistet.

Tab. 1 Physikalisch-chemische Eigenschaften von TCA

Parameter Wert Literatur

Molekulargewicht 163,39 mol/l Hoechst AG (1994)
Schmelzpunkt 56 °C Hoechst AG (1994)
Siedepunkt 197 °C Hoechst AG (1994)
Wasserloslichkeit (20 °C) 1300 g/1 Hoechst AG (1994)

Henry-Konstante (20 °C)

In (K'y) 11,21 £0,5

Bowden et al. (1998)

pKa-Wert (20 °C) 0,67 Hoechst AG (1994)
log Kow -0,27 - 1,65 BUA (1996)
2.1.2 Anwendung von TCA

Trichloressigsdure wird in der Medizin in 50 %iger Losung als Atzmittel und zu Schilkuren
verwendet sowie als Adstringens und Antiseptikum eingesetzt. Sie besitzt eine stark eiweillfdllende
Wirkung, die fiir die Herstellung eiweillfreier Losungen aus biologischem Material genutzt wird
(BUA, 1996). Auch in der Industrie findet sic Anwendung als Atz- und Beizmittel.

Das Hauptanwendungsgebiet liegt jedoch in der Verwendung als Herbizid in der Landwirtschaft.
1944 wurde TCA in Form des Ammoniumsalzes und 1947 in Form des Natriumsalzes zur
Bekédmpfung verschiedener Grasarten eingefiihrt (Foy, 1975). Dieses Herbizid wirkt vorwiegend
gegen monokotyle Griser, bleibt jedoch wirkungslos gegen dikotyle Unkrauter. TCA wurde
verstarkt in den letzten Jahrzehnten eingesetzt, wobei sie hauptsdchlich auf ein- und mehrjéhrige
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Griser, speziell gegen Quecken angewendet wurde (Wegeler, 1970). So wurden weltweit 21 000 -
23 000 Tonnen Na-TCA pro Jahr als Herbizid ausgebracht. In Deutschland ist die TCA als Herbi-
zid seit 1992 nicht mehr zugelassen, wird aber fiir den Export weiterhin produziert (BUA, 1996).

2.1.3 Vorkommen in der Umwelt

Trichloressigsdure kommt ubiquitér, aber in unterschiedlichen Konzentrationen, in allen Umwelt-
kompartimenten vor. Die TCA-Gehalte variieren abhingig vom Standort und unterliegen jahres-
zeitlichen Schwankungen. In der Luft wurden Konzentrationen von 0,32 bis 2,6 ng/rn3 In einem
Waldgebiet (Frank et al., 1994) und 0,03 bis 0,16 ng/m’ in Tiibingen (Frank et al., 1995) gemessen.
Im Boden wurden zwischen 0,3 und 400 pg TCA/kg ermittelt (Frank, 1988; Pliimacher, 1994). Es
gibt einige Hinweise darauf, dass der Boden unter Koniferenbdumen stirker belastet ist
(McCulloch, 2002). Viele Konzentrationsstudien erfolgten mit wéssrigen Umweltproben. Im
Niederschlag wurden in Deutschland Konzentrationen zwischen 10 ng/l und 2,1 pg/l gemessen. In
Oberflachengewaissern, also in Fliissen, Teichen und im Sumpfwasser, lagen die Konzentrationen
im Bereich von 0,3 bis 5,5 ug/l (Pliimacher & Renner, 1993; Frank et al., 1995; Miiller et al., 1996;
Klein, 1997; Rompp et al., 2001; Mc Culloch, 2002). Pliimacher & Renner (1993) sowie Riemann
et al. (1996) beobachteten, dass in Stidten besonders im Sommer héhere Konzentrationen als in
landlichen Gebieten auftreten. Niedriger chlorierte Essigsduren liegen im Vergleich zu TCA in
ihrer Konzentration etwas hoher. Bei einem Vergleich der Jahresdurchschnittswerte von MCA,
DCA und TCA von 1993, 1994 und 1995 konnte ein leichter Riickgang, besonders bei MCA,
festgestellt werden (Riemann et al., 1996).

In den letzten 10 Jahren wurden intensive Untersuchungen des TCA-Gehaltes in Pflanzen, beson-
ders in Nadeln von Kiefern und Fichten, durchgefiihrt. In allen Proben konnten Konzentrationen
zwischen 10 und 180 pg/kg Frischgewicht (FG) nachgewiesen werden (Frank, 1988; Frank et al.,
1990, 1998; Juuti et al., 1995; Weissflog et al., 1999, 2001). Dabei gibt es groBe Unterschiede
zwischen Nadelalter, Pflanzenart, Standort der Bdume und meteorologischen Bedingungen. Auch
der Jahreszeitpunkt der Untersuchungen spielt eine entscheidende Rolle. In Akkumulationsstudien
mit Freilandproben wurde ermittelt, dass mit steigendem Nadelalter die TCA-Konzentration
zunimmt (Pliimacher & Renner, 1993; Juuti et al., 1993, Frank et al. 1998).

Juuti et al. (1993) untersuchten die TCA-Konzentrationen des ersten und dritten Nadeljahrganges
bei Fichten in einem Gebiet um eine Papierfabrik im Ostlichen Teil von Finnland. In ihren Studien
fanden sie, dass in dem Gebiet nahe der Papierfabrik geringere Konzentrationen als in groBerer
Entfernung auftraten, wohingegen zwischen stddtischen und ldndlichen Gebieten keine
Unterschiede beobachtet wurden. Sie vermuteten, dass die von der industriellen Quelle emittierten
Substanzen die atmosphérische Bildung von TCA verhindern. In einer spéteren Studie wurden
gegenteilige Ergebnisse erzielt. Je ndher der Messpunkt an der Papierfabrik lag, desto hohere TCA-
Konzentrationen wurden gemessen. Diese Messwerte wurden mit der hdheren Emission von
fliichtigen Chlorkohlenwasserstoffen, den Ausgangssubstanzen zur Bildung von TCA in der Luft,
begriindet (Juuti et al., 1995). Es konnte letztendlich keine nachvollziehbare Abhédngigkeit der
TCA-Konzentrationen in Nadeln mit der Lage zur industriellen Quelle herausgefunden werden.

10
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Auch im tierischen Gewebe konnte TCA nachgewiesen werden. In einem Feldversuch wurden im
Juni und Oktober 1989 im Schwarzwald Regenwiirmer (Lumbricus terrestris) zur Ermittlung des
Gehaltes an fliichtigen Chlorkohlenwasserstoffen untersucht. Der Gehalt von TCA lag bei beiden
Sammelzeitpunkten in vergleichbarer Hohe von 200 - 300 ng/g FG. Im Gegensatz dazu lagen die
Messwerte bei Trichlorethen im Frithsommer deutlich héher als im Herbst (Back & Siisser, 1992).

2.1.4 Industrielle Quellen, atmogene und biogene Bildung von TCA

Eine wichtige industrielle Quelle von TCA ist die Zellstoffbehandlung mit Chlor und Chlordioxid,
wobei bei der Oxidation von Lignin groflere Mengen TCA entstehen konnen (Lindstrom &
Osterberg, 1986). So konnten in Abwissern von Papierfabriken TCA-Konzentrationen bis zu
300 pg/l gemessen werden (Riemann et al., 1996). Auch das Abwasser von Galvanisierungs-
betrieben und Textilwaschereien ist vergleichbar hoch belastet (Miiller et al., 1996). Des weiteren
entsteht TCA bei der Chlorierung von Wasser und bei der Miillverbrennung. Die Abluft einer
Miillverbrennungsanlage wies Konzentrationen von 400 bis 7800 ng/m’ auf, eine nachgeschaltete
Rauchgaswische verhindert jedoch groflere Emissionen in die Umwelt (Klein, 1997).

Die bisher genannten Quellen kdnnen jedoch nur einen geringen Teil der in der Umwelt
vorkommenden TCA-Konzentrationen erklaren. Als zusitzliche Quelle wurde von Frank (1988,
1991) und Frank et al. (1990, 1994) die atmospharische Photooxidation von Trichlorethen (TRI),
Tetrachlorethylen (TECE) und 1,1,1- Trichlorethan (TCE) in Betracht gezogen. Diese Vorlaufer-
substanzen sind seit Jahrzehnten wichtige Losungsmittel und werden z. B. zum Entfetten von
Metallteilen oder in der chemischen Reinigung eingesetzt. Da diese Substanzen leicht fliichtig sind,
entweicht ein GroBteil der Verbindungen nach dem FEinsatz in die Atmosphire. Aufgrund der
langeren Lebensdauer (TRI T =5 Jahre; TECE t = 5 Monate; TCE t =5 - 7 Tage) und des atmo-
sphérischen Ferntransportes kommen sie ubiquitér in der Luft vor. Aus ihnen kann sich dann durch
einen photochemischen Reaktionsprozess die Trichloressigsdure bilden. Die Konzentration solcher
Chlorkohlenwasserstoffe in der Luft in Zentraleuropa liegt in Grofenordnungen zwischen 0,1 und
20 pg/m’ (Frank, 1991). Dieser atmosphirische Bildungsprozess von Trichloressigsdure konnte
auch die gemessenen TCA-Konzentrationen im Eis der Antarktis, die bei 1 - 13 ng/l liegen,
erkldren (Hoekstra et al., 1999).

Der atmospharische Abbau von 1,1,1-Trichlorethan zu Trichloracetaldehyd wurde experimentell
nachgewiesen. Die Bildung ist in folgender Gleichung dargestellt (Platz et al., 1995).

CCI;-CH; + OH - CCIL;-H,C* + H,O

CCIL;-H,C* + O, - CCI;-H,CO,

CCI;-H,COy* +NO > CCI3-H,CO* + NO,

CCL-H,CO* + O, - CCL;-CHO + HO,
Das gebildete Trichloracetaldehyd unterliegt in der Atmosphire Abbaureaktionen, die unter
anderem auch zu Trichloressigsdure fithren konnen. Uber eine Mengenbilanz werden bisher in der
Literatur noch keine gesicherten Aussagen getroffen (Klein, 1997). Die Bildung von Trichloressig-

sdurechlorid aus TECE mit Chlorradikalen ist bereits seit 1941 bekannt, wobei die Bildung in der
Atmosphire stark von der Konzentration der Cl-Radikale und der Anwesenheit radikalfangender

11



Kenntnisstand

Verbindungen abhéngt. Ebenso spielen die Temperatur und die Ausgangskonzentrationen der
beteiligten Reaktionssubstanzen eine entscheidende Rolle (Folbert und Putz, 1999).

Auch im tierischen und menschlichen Organismus kann TCA aus den leicht fliichtigen chlorierten
Kohlenwasserstoffen (VCH), wie zum Beispiel Trichlorethen und Tetrachlorethen, gebildet werden
(Volkel et al., 1998; Bernauer et al., 1996). Die gebildete Trichloressigsdure wird iiber die Niere
ausgeschieden (Handbuch der Umweltgifte, 1997). Die prinzipielle Bildung von TCA aus
Trichlorethen bei Invertebraten wird auch von Back & Siisser (1992) vermutet. lhre Studien mit
Lumbricus terrestris erbrachten eine signifikante Zunahme von TCA und gleichzeitige Abnahme
von Trichlorethen. Sie schlussfolgerten daraus, dass Trichlorethen im Regenwurm zur
Trichloressigsdure metabolisiert wurde und dass die Persistenz von TCA im Organismus
wesentlich groBer ist als die anderer VCH.

Auch ein enzymatischer Bildungsweg von TCA wird in der Literatur diskutiert. Hoekstra et al.
(1995) zeigten die Bildung von DCA und TCA in NaCl-/H,0,-Losungen, die Huminstoffe und das
aus Caldariomyces fumago isolierte Chloroperoxidaseenzym enthielten. Haiber et al. (1996) gab zu
der NaCl- / H,O,-Losung auch das Chloroperoxidaseenzym und verschiedene kurzkettige Carbon-
sduren und konnte ebenfalls einen Anstieg der TCA-Konzentration beobachten, die besonders stark
bei Essigsdure war. Jedoch ist die Bildungsrate sehr gering und lauft auch ohne das Enzym in
geringem Maf3e ab. Die gemessenen TCA-Konzentrationen in den Umweltproben lassen sich aus
dieser Reaktion nicht erklaren.

In der jlingsten Vergangenheit wurden Versuche unternommen, eine Massenbilanz zwischen
Entstehung von TCA und Eintrag in die verschiedenen Bereiche der Geo- und Biosphdre zu
errechnen (Hoekstra et al., 1999). Diese Berechnungen fiihren aber nicht zur Ubereinstimmung mit
den tatsdchlich gemessenen Konzentrationen. Die gemessenen Werte stellen immer das Gleich-
gewicht zwischen Aufnahme und Abbau, beziechungsweise Abgabe und Ausscheidung des Stoffes
dar. Die Abbaurate von TCA im Boden liegt zwischen 20-70 % und ist von vielen Parametern
abhingig, z. B. von der Bodenart und der Anzahl der TCA-metabolisierenden Bakterien (Lignell et
al., 1984). Da Bildung, Verteilung, Aufnahme und Metabolismus von TCA in der Umwelt von
vielen verschiedenen Faktoren abhéngig ist, kann eine Massenbilanz nur unvollstindig sein. Trotz
Einbeziehung moglicher Fehlerquellen sind Hoekstra et al. (1999) zu dem Resultat gekommen,
dass die Bildung von TCA in der Luft nicht ausreicht, um die gemessenen Konzentrationen zu
erkldren. Demzufolge wird angenommen, dass auch eine biogene Bildung im Boden und in
Pflanzen beteiligt ist. Wie auch immer das Verhéltnis der TCA-Entstehung in der Atmosphare, dem
Boden und in Pflanzen und Tieren ist, so steht fest, dass TCA sekundér aus Vorldufersubstanzen
gebildet wird. Dieser Prozess hélt solange an, wie diese Substanzen in der Umwelt prisent sind.
Somit schwanken zwar die TCA-Konzentrationen jahreszeitlich und geographisch, dennoch ist die

Belastung permanent.

2.1.5 Aufnahme und Akkumulation im pflanzlichen Gewebe

Wie im Kap. 2.1.1 beschrieben, reichert sich die TCA in der Atmosphére in der Tropfchenphase an
und verfliichtigt sich, bedingt durch den niedrigen Dampfdruck, aus Wasser kaum (Renner et al.;
1990). Dadurch kann die in der Atmosphéire gebildete TCA mit dem Niederschlag in den Boden

12
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gelangen. In der Literatur werden zwei Aufnahmewege von TCA in die Pflanze beschrieben
(Plimacher & Schroder 1994; Schroll et al., 1994; Sutinen et al., 1995, Matucha et al., 2001;
Hafner et al, 2002a). Der Hauptaufnahmeweg ist die Aufnahme {iber die Wurzel. Dieser
Aufnahmeweg wurde in Fichten (Matucha et al.; 2000, 2001), in Kiefern (Sutinen et al., 1995;
Hafner et al., 2002a) und in Gerste und Hafer (Schroll et al., 1995) nachgewiesen. In
Untersuchungen wurde eine hohere Anreicherung in der Hauptwachstumsphase, eine erhdhte TCA-
Akkumulation im Korkkambium und in den Nadelspitzen sowie eine hdhere Konzentration in den
Leitbiindeln festgestellt (Ulhirova et al., 1996). Dies weist auf eine enge Verbindung der TCA-
Aufnahme mit dem Transpirationsstrom hin. Der andere Weg ist die direkte Aufnahme aus der Luft
in die Blatter (Frank 1991; Sutinen et al., 1995; Schroll et al., 1995). Bei diesem Weg gibt es zwei
Moglichkeiten, zum einen mit dem Gasaustausch iiber die Stomata und zum anderen Uber die
Kutikula. Wegen der lipophilen Eigenschaften der Blattoberfliche kann die TCA nur schwer {iber
die Kutikula aufgenommen werden. Sutinen et al. (1995) vermuten, dass sich auf der Nadelober-
fliche ein diinner Wasserfilm mit der TCA bildet und dass dann ein Ionentransport entlang des
Konzentrationsgradienten die TCA iiber die Fliissigphase in die substomatale Hohle stattfindet.
Frank (1991) vermutet, dass es wahrscheinlicher ist, dass die Vorldufersubstanzen von TCA wie
Tri- und Tetrachlorethen iiber die Blatter aufgenommen werden. Nachfolgend konnte TCA durch
Oxidationsreaktionen im Blattgewebe gebildet werden. Die Akkumulationsrate in verschiedenen
Nadeljahrgéngen ist unterschiedlich. Sutinen et al. (1995) ermittelten nach einer 9-wochigen TCA-
Belastung in einjahrigen Kiefernnadeln hohere Anreicherungen als im aktuellen Nadeljahrgang.
Dieses wurde sowohl bei Wurzelapplikation, als auch bei atmosphérischer Belastung festgestellt. In
spéteren Studien (Sutinen et al., 1997) und in Freilanduntersuchungen (Frank et al., 1994) konnte
dies bestétigt werden. Matucha et al. (2000) konnten diese Relation in Langzeitstudien mit Fichten-
baumen ebenfalls erkennen, jedoch beobachteten sie bei einer 14-tigigen Belastung hohere TCA-
Konzentrationen im aktuellen Nadeljahrgang. Im Gegensatz dazu fanden Hafner et al. (2002a) in
Kiefernpflanzen nach 15 Tagen TCA-Applikation iiber die Wurzel hohere TCA-Akkumulationen
im einjahrigen Nadeljahrgang gegeniiber dem aktuellen Nadeljahrgang. Bei der TCA-Akku-
mulation in unterschiedlichen Nadeljahrgéingen spielen sowohl die Pflanzenart, als auch der
Belastungszeitraum eine wichtige Rolle.

2.1.6 Phytotoxisches Wirkungsspektrum

Die phytotoxische Wirkung von TCA ist durch deren Einsatz als Herbizid bekannt. In élteren
Untersuchungen wurden bei hohen Konzentrationen Schadsymptome, wie Wachstumsinhibierung
an Spro und Wurzel (Zottel, 1953; Mayer, 1957; Ashton & Crafts, 1987), Chlorosen und
Nekrosen, morphologische Verdanderungen (Kolbe & Schiitte, 1982) und Kontaktschiden (Ashton
& Crafts, 1987) beobachtet. Unter physiologischen Bedingungen kann eine protein- und enzym-
denaturierende Wirkung infolge der Reaktivitit gegeniiber Sulthydryl- und Aminogruppen ange-
nommen werden. Die daraus resultierenden biochemischen und physiologischen Verédnderungen
ergeben zusammengefasst die Wirkung von TCA im Organismus. Eine spezifische Wirkung auf
bestimmte Pflanzenarten konnte nicht festgestellt werden. TCA wird der Gruppe der Lipid-
biosynthese-Hemmstoff-Herbizide zugeordnet, deren wichtigste Eigenschaft die Inhibierung der
Lipidbiosynthese auf unterschiedlichen Ebenen ist (Hock, 1995). Bei dieser Herbizidgruppe, zu
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denen auch die Thiocarbamate zdhlen, wird vor allem die Synthese der léngerkettigen Fettsduren
gehemmt, und es kommt bei empfindlichen Grédsern zu einer Verminderung der Wachsausschei-
dung. Der Verlust der Schutzschicht, eine erhohte Transpiration und ein starker Wasserbedarf ist
die Folge (Youngman & Elstner, 1988). Durch éltere Untersuchungen mit phytotoxischen TCA-
Konzentrationen kann eine Inhibierung der Coenzym-A-Synthese vermutet werden (Hilton, 1959).
Da das Coenzym A eine Schliisselsubstanz im Fettstoffwechsel ist, fiihrt ein Mangel zur vermin-
derten Synthese von Lipiden. Nicht nur im Lipidstoffwechsel, sondern auch im Kohlenhydrat- und
Stickstoffmetabolismus wurden Verdnderungen durch die TCA-Belastung festgestellt. So wurde
eine Erhohung reduzierter Zucker (Rebstock et el., 1953), Proteinzerstorung und Ammonium-
akkumulation, sowie eine Erhohung der Konzentration der Aminoséuren Glutamin und Asparagin
beobachtet. Auf enzymatischer Ebene kommt es zur Verringerung der Proteinaseaktivitit (Ashton
& Crafts, 1987).

Infolge des Verdachtes einer mal3geblichen Beteiligung der Trichloressigsdure an ,,neuartigen
Waldschdden wurden weitere Untersuchungen hinsichtlich der phytotoxischen Wirkung durch-
gefiihrt. Dabei wurden besonders Verinderungen der Blitter beobachtet. Kristen et al. (1992)
stellten nach TCA-Belastung bei Fichten gelbe Nadelspitzen, Nadelkriimmung und eine Reduktion
des Thylakoidsystems bei einer gleichzeitigen starken Anhdufung von Plastoglobuli fest. Eine
Reduktion der Chloroplastengroe und Auftreten von Plasmolysen wurde von Sutinen et al. (1995)
ermittelt. Ebenso wurde bei TCA-belasteten Pflanzen ein erhdhter Nadel- bzw. Blattverlust (Noro-
korpi & Frank, 1993; Frank, 1994), sowie strukturelle Verdnderungen der Epikutikularwachse und
der Stomatazellen beobachtet (Kristen et al., 1992; McCulloch, 2002). Diese physiologischen
Reaktionen héngen wiederum stark vom Allgemeinzustand der Pflanzen, sowie der Pflanzenart ab.

Neben den morphologischen und physiologischen Beobachtungen stand auch der Detoxifikations-
und Stressmetabolismus der Pflanze im Vordergrund. In Freilandstudien konnte bei hheren TCA-
Gehalten in den Nadeln von Pinus sylvestris auch eine erhohte GST-Aktivitit ermittelt werden
(Plimacher & Schroder, 1994; Schrioder et al. 2000). Eine erhohte Aktivitdt der Katalase, Per-
oxidase, Glutathionreduktase und Superoxiddismutase durch TCA-Belastung wurde auch bei
anderen terrestrischen Pflanzen gemessen (Radetski et al., 2000). Anhand dieser Ergebnisse kann
vermutet werden, dass die Trichloressigsdure den Metabolismus der Detoxifikation tiber Glutathion
und den oxidativen Metabolismus anregt.

2.1.7 Transformation und Abbau

Trichloressigsdure wird aerob im Boden von Bakterien (Pseudomonas sp., Arthrobacter sp.,
Pseudomonas dehalogens), Pilzen (Trichoderma viride, Chlorostachys sp., Acrostalagumus sp.)
und Actinomyceten (Nocardia sp.) abgebaut (BUA, 1996; Yu & Welander, 1995; Forczek et al.,
2001). Auch unter anaeroben Bedingungen kann TCA metabolisiert werden. Das dabei isolierte
Bakterium Trichlorobacter thiogenes, so wird vermutet, koppelt die TCA-Umwandlung mit einem
Schwefel/Sulfid Redoxzyklus (De Wever et al., 2000). Die Abbaurate ist unterschiedlich und héangt
von der TCA-Konzentration, Bodenart, Feuchtegehalt, Temperatur und organischer Substanz ab
(BUA, 1996; McCulloch, 2002; Matucha et al., 2003). Im Laborversuch konnte nach 14 Tagen, je
nach TCA-Konzentration, eine Mineralisierungsrate durch Arthrobacter sp. von 20 bis 65 %
ermittelt werden (Gemmell & Jensen, 1964). Ein vollstdndiger Abbau kann jedoch mehrere Monate
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dauern. Als Abbaumechanismus wird ein hydrolytischer Dechlorierungsprozess durch das Enzym
Dehalogenase angenommen. Die aus der vollstindigen Dechlorierung resultierende Oxalsdure dient
dabei als Energiequelle (BUA, 1996). Ein weiterer in der Literatur diskutierter Prozess ist die
Decarboxylierung hauptséichlich zu Chloroform (Frank et al., 1990; Pliimacher et al., 1993;
Hasselmann et al., 2000). Auch im wéssrigen Milieu wird TCA von Mikroorganismen enzymatisch
umgesetzt; angenommen wird bei diesem Prozess wiederum eine enzymatische Dehalogenierung
und Bildung von Glycolséure, Glyoxylsidure und Oxalsdure (Ellis et al., 2001). Frank et al. (1991)
konnten in ihren Untersuchungen iiber TCA-Gehalte in Fichtennadeln auch eine Eliminierung im
pflanzlichen Gewebe mit einer Geschwindigkeitskonstante von 0,07/d beobachten. Eine TCA-
Eliminierung in Kiefernnadeln wurde ebenfalls von Sutinen et al. (1997) beobachtet. Photoche-
misch und iiber Ultraschall kann TCA auch abgebaut werden, wobei die Kombination von UV-
Strahlen und Ultraschall effektiver ist, als jede Komponente allein (Spangenberg et al., 1996; Wu et
al., 2001). Dieser ProzeB ist abhéngig vom pH-Wert, der Temperatur und geeigneten Oxidations-
mitteln.

2.2 Endpunkte zur Wirkungsindikation

2.2.1 Nitratassimilation und Stickstoffmetabolismus

Stickstoff ist ein essenticller Bestandteil lebender Materie und kommt in Proteinen, Nukleinsduren
und vielen anderen Biomolekiilen vor. Bei Pflanzen, die autotroph leben, wird der Stickstoffbedarf
durch anorganischen Stickstoff gedeckt. Die meisten Pflanzen bevorzugen Nitrat als Stickstoff-
quelle, nur in ungeniigend durchliifteten oder versauerten Boden wird Ammonium aufgenommen.
Der Stickstoff wird stets in reduzierter Form in organische Verbindungen eingebaut, daher muss
das Nitrat vorher reduziert werden (Sitte et al., 1991).

Die Nitratassimilation ist sowohl in den Wurzeln, als auch in den Bléttern der Pflanzen lokalisiert.
Bei krautigen Pflanzen findet sie vorwiegend in den Bléttern statt, bei Holzpflanzen ist sie
hingegen hauptséchlich in der Wurzel konzentriert. In den Wurzeln befindet sich ein hochaffines,
energieabhéngiges Aufnahmesystem fiir Nitrat (Heldt, 1996). Der Transport von Nitrat durch die
Plasmalemma erfolgt {iber einen Symport mit zwei Protonen und ist von der Aktivitdt der
H'-ATPase abhingig (Heldt, 1996; Forde, 2000). In den Wurzeln der Pflanzen existieren drei
verschiedene NO;  Aufnahmesysteme. Zwei davon besitzen eine hohe Affinitdt zu Nitrat. Das
induzierbare HATS (high-affinity transport system; iHATS) weist eine grolere Kapazitit
gegeniiber dem konstitutiven HATS (cHATS) auf. Das cHATS hat hingegen eine grofere Affinitat
zu Nitrat. Das dritte Aufnahmesystem (LATS) besitzt eine geringe Affinitdt zu Nitrat, wird
konstitutiv exprimiert und ist bedeutend bei externen Nitratkonzentrationen > 1mM (Sivasankar et
al., 1997; Forde, 2000).

Die Regulation dieses Systems ist sehr komplex und noch nicht vollstdndig aufgekldrt. Bisher
wurden zwei Genfamilien der NO;™ Transportergene in hoheren Pflanzen identifiziert (Forde,
2000). Das in der Wurzelzelle im Cytosol vorliegende Nitrat wird entweder zu Ammonium
reduziert und anschlieBend als Amid im Xylem in die Blétter transportiert oder gelangt unveréndert
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als Nitrat {iber den Transpirationsstrom in die Mesophyllzellen. Uberschiissiges Nitrat kann in
Vakuolen gespeichert und bei Bedarf wieder zur Verfiigung gestellt werden. Die Reduktion von
Nitrat zu Ammonium erfolgt in zwei Teilschritten. Zunéchst wird das Nitrat mit Hilfe der Nitratre-
duktase (NR) zu Nitrit reduziert. Die Nitratreduktase besteht aus zwei identischen Untereinheiten,
die je eine Elektronentransportkette besitzen. Diese Elektronentransportkette besteht aus FAD,
Cytochrom-bss; und einem Molybdidn-Cofaktor, die jeweils kovalent am Apoenzym gebunden sind.
Nitrit ist das Produkt der Nitratreduktase und zelltoxisch, da es Diazoverbindungen mit Nuklein-
basen eingehen und somit Mutationen hervorrufen kann. Deswegen ist es wichtig, dass die
Aktivitdt der NR streng reguliert und der Nitritreduktase (NIR) Aktivitit angepasst ist (Heldt, 1996;
Hock et al.,, 1995). Die NR ist ein sehr kurzlebiges Enzym und wird auf der Ebene der
Genexpression reguliert. Das Substrat NO;, Licht und einige Kohlenhydrate induzieren die
Synthese, wihrend Glutamin und andere Aminosiduren hemmend wirken (Sivasankar et al., 1997;
Heldt, 1996). Eine Inaktivierung innerhalb weniger Minuten erfolgt iiber eine Protein-
phosphorylierung an regulatorischen Serinresten der Nitratreduktase in Anwesenheit eines
speziellen Inhibitorproteins. Das Chlorat, welches ein funktionelles und kompetetives Analog zu
Nitrat darstellt und als Herbizid eingesetzt wird, wird von der NR zu Chlorit umgesetzt, welches
ein starkes Oxidationsmittel ist und die Nitratreduktase und andere Umgebungsenzyme hemmt
(Hock, 1995; Heldt, 1996).

Nach der Umwandlung von Nitrat zu Nitrit wird das Nitrit in den Plastiden durch die
Nitritreduktase zu Ammonium reduziert. Dazu ist die Aufnahme von sechs Elektronen nétig, die
vom reduzierten Ferredoxin des PS I bereitgestellt werden. Im Dunkeln, wenn die Photosynthese
nicht stattfindet, kann das Ferredoxin in geringem Umfang auch durch NADPH, welches durch den
oxidativen Pentosephosphatweg geliefert wird, reduziert werden. Die Elektronen werden vom
Ferredoxin iiber eine Elektronentransportkette, welche aus einem 4Fe-4S-Zentrum, einem FAD und
einem Sirohdm besteht, auf das Nitrit iibertragen. Das dabei entstehende Ammonium wird unter
ATP-Verbrauch mit Hilfe der Glutamin-Synthetase auf Glutamat iibertragen. Dabei entsteht
Glutamin. Eine Hemmung dieses Teilschrittes der Nitratassimilation, z. B. durch das Totalherbizid
Glufosinat, ist ein fundamentaler Eingriff in den Chloroplastenstoffwechsel und fiihrt zu einer
Ammoniumanreicherung, zur Verschiebung des Spektrums der loslichen Aminosduren, zur
Hemmung der Photosynthese und des Anionentransportes und zur Bildung von Chlorosen und
Nekrosen (Hock, 1995; Heldt, 1996). Das gebildete Glutamin wird mit o-Ketoglutarat zu zwei
Molekiilen Glutamat umgesetzt. Diese zwei Aminosduren bilden die Primdrprodukte der Nitrat-
assimilation und werden aus den Chloroplasten iiber Transporter (Glutamat/Malat- bzw.
Glutamin/Glutamat-Antiporter) in das Cytosol transportiert. Die a-Aminogruppe des Glutamins
kann durch Transaminierungsreaktionen zur Synthese von Aminosduren, Aminozuckern,
Nukleotiden, NAD und anderen Molekiile iibertragen werden (Stryer, 1996; Michal, 1999). Die
Kohlenstoffgeriiste der Aminosduren stammen aus der CO,-Assimilation (Heldt, 1996). Abb. 2
stellt einen Uberblick iiber die Herkunft der Kohlenstoffgeriiste dar.
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Photosynthese

}
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o-Ketogluterat
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Abb. 2 Herkunft der Kohlenstoffgeriiste fiir die einzelnen Aminosauren (Heldt, 1996)

Die Aminosduren sind Ausgangsprodukte fiir die Synthese von Peptiden und Proteinen, die
wiederum zur Aufrechterhaltung wichtiger Prozesse in der Zelle bendtigt werden. Eine Stérung der
Nitratassimilation und der Synthese von Aminosduren kann weitreichende Folgen fiir die Zelle und
den Organismus haben.
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2.2.2 Photosynthetische Energieumwandlung und Chlorophyllfluoreszenz

Der Photosyntheseprozess ist von grundlegender Bedeutung fiir den pflanzlichen Stoffwechsel und
wird im allgemeinen in vier Phasen unterteilt (Lodisch et al., 1996):

1. Lichtabsorption und Energielibertragung auf der Ebene der Antennenpigmente und
anschlieBender Elektronenfluss auf den primaren Akzeptor,

2. Elektronentransport iiber membrangebundene Elektronentransportmolekiile innerhalb der
Thylakoidmembran auf einen letzten Elektronenakzeptor. Dieser ist in der Regel NADP+ und
wird dabei zu NADPH reduziert.

3. gekoppelter transmembraner Protonentransport und ATP-Synthese,
4. CO,-Assimilation und enzymatische Kohlenhydratsynthese aus CO,.

Die Prozesse der Teilschritte eins bis drei sind lichtabhdngige Reaktionen und laufen in den
Thylakoiden der Chloroplasten ab. Die vierte Ebene ist der lichtunabhingige Sekundérprozess und
findet in dem Stroma der Chloroplasten statt.

Die Absorption des Lichtes erfolgt im Photosystem II; es ist in der Thylakoidmembran lokalisiert
und liegt in direkter Nachbarschaft mit dem Lichtsammelkomplex. An zwei integralen Membran-
proteinen D1 und D2 ist das Chlorophyll-a-Molekiil Pggy im Reaktionszentrum gebunden.
Desweiteren enthalten D1 und D2 zwei weitere Chlorophyllmolekiile, zwei Pheophytine, ein Fe-
Atom und zwei Chinone Q4 und Qp. Auf der Lumen-Seite befinden sich drei periphere Proteine,
die einen Mangankomplex, sowie Ca®" und CI Ionen, die zur Spaltung von H,O benétigt werden,
enthalten. Durch die Absorption eines Photons wird dem Chlorophyllmolekiil ein Elektron unter
Bildung von Pg," entzogen und iiber das Pheophytin, Q, und das Fe-Atom auf einen priméren
Elektronenakzeptor, das Chinon Qg, iibertragen. Sobald Q4 reduziert ist, ist das Reaktionszentrum
geschlossen, d. h. einfallende Energie wird nicht weitergeleitet, sondern als Warme oder Fluores-
zenz abgegeben. Hat Q, das Elektron an Qg abgegeben, dann steht es wieder zur Elektronen-
aufnahme zur Verfiigung. Die bei dem Elektronentransport entstehende Elektronenliicke am Pgg
wird durch Elektronen aus der Wasserspaltung am Mangankomplex wieder aufgefiillt. Als
Nebenprodukt entstehen hier O, und Protonen, die zur Aufrechterhaltung des Membranpotentials
im Thylakoidlumen verbleiben. Mit dem Transport der Elektronen ist ein Protonentransport vom
Stroma zum Lumen verbunden, der zur Aufrechterhaltung des pH-Gradienten beitrdgt. Die
Protonen konnen dann an einer anderen Stelle {iber den CF,CF;-Komplex gerichtet wieder in das
Stroma transportiert werden, wobei ATP aus ADP und Pi entsteht. Das im PS II entstandene
reduzierte Chinon QH, 16st sich von der Bindungsstelle im Reaktionszentrum von PS 11, diffundiert
zum Cytochrom b/f-Komplex und gibt zwei Elektronen ab. Von dem Cytochrom b/f-Komplex
gelangen die Elektronen auf den Elektronencarrier Plastocyanin, der durch das Lumen der
Thylakoide diffundiert und die Elektronen zum PS I auf Psy', das nach der Absorption eines
Photons im Lichtsammlerkomplex aus Py entsteht, transportiert. Im PS I werden die Elektronen
tiber FeS, Ferredoxin und FAD auf NADP" iibertragen, und es entsteht NADPH.

Fiir Herbizide gibt es im Elektronentransportsystem drei verschiedene Wechselwirkungsmdoglich-
keiten (Draber et al., 1991).

18



Kenntnisstand

Plastochinon-Reduktion: Durch Bindung des Herbizides in der Qg-Bindenische im D1-Protein ist
der Elektronenfluss des Photosystems II unterbrochen (Jansen et al., 1993; Govindjee et al., 1997).
Solche Herbizide miissen lipophil sein, um in die Membran eindringen zu kdnnen und gleichzeitig
hydrophil sein, um im Xylem transportiert werden zu konnen (z.B. Metribuzin, Atrazin, Diuron).

Plastohydrochinon-Oxidation: Die Unterbrechung des Elektronenflusses erfolgt an der Stelle der
Riickoxidation des reduzierten Plastohydrochinons am Cytochrom b/f-Komplex (z.B. Trifluoralin).

Photosystem I-Elektroneniibertragung: Diese Herbizide werden durch das Photosystem I mono-
valent zur radikalischen Stufe reduziert, welche das Elektron wiederum auf Sauerstoff unter
Bildung des Superoxid-Anions {iibertragen und somit einen oxidativen Stress in der Pflanze
hervorrufen kénnen (z. B. Diquat, Paraquat).

Die Chlorophyllfluoreszenz stellt ein nichtinvasives Diagnosesystem zur Untersuchung der
Photosynthese dar (Lichtenthaler & Miehe, 1997; Maxwell & Johnson, 2000). Die Indikator-
funktion der Chlorophyllfluoreszenz ergibt sich dadurch, dass die Fluoreszenzstrahlung alternativ
zur photosynthetischen Energieumwandlung und Wérmestrahlung besteht und mit diesen in
folgender Bezichung steht:

Fluoreszenz + Photochemie + Warme = 1

Generell gilt: Die Fluoreszenz ist umso hoher, je geringer die Photochemie und die Wirme-
strahlung sind. Jede Anderung der Fluoreszenzstrahlung reflektiert eine Verinderung der photo-
chemischen Effizienz. Die Anderungen der Chlorophyllfluoreszenz unter in vivo Bedingungen
stammen ausschlieBlich vom Chlorophyll a, das im PSII lokalisiert ist. Deswegen konnen mit Hilfe
der Chlorophyllfluoreszenz nur direkte Aussagen iiber die Energienutzung und Energiedissipation
des PS II getroffen werden (Maxwell & Johnson, 2000).

Membranverdanderungen oder Eingriffe in die Elektronentransportkette (z. B. durch Entkoppler)
fiihren zur Verdnderung der Fluoreszenzemission. Somit ist die Fluoreszenz ein Indikator fiir die
Storung des Photosystems und kann zur Untersuchung toxischer Effekte auf das PS II eingesetzt
werden (Schreiber, 1997; Brack & Frank, 1998; ).

2.2.3 Die Rolle der Glutathion-S-Transferase im pflanzlichen Detoxi-

fikationsmetabolismus

Durch den stidndigen Einfluss toxischer Substanzen haben alle Lebewesen Strategien entwickelt,
um sich vor schidlichen Stoffen zu schiitzen. Fiir pflanzliche Organismen ist das besonders
wichtig, da sie ortsgebunden und der potenziellen Schadstoffemission im vollen Umfang ausgesetzt
sind. Es existieren eine Vielzahl schidlicher Verbindungen, die entweder auf natiirliche Weise vor-
handen (infolge von Waldbrinden bzw. Vulkanismus, tierischen Gifte, Allelochemikalien) oder
anthropogenen Ursprungs sind. Im Zuge der Industrialisierung werden eine Fiille von Chemikalien
organischer Natur produziert und in die Umwelt emittiert. Zu diesen Substanzen gehdren unter
anderem Losungsmittel, Kiihlmittel, Treibstoffe, aber auch Pestizide und Herbizide, die von
Pflanzen aufgenommen werden und auf den Stoffwechsel einwirken kdnnen. Der Detoxifikations-
mechanismus von Xenobiotika im pflanzlichen Gewebe ist in der jiingeren Vergangenheit zunch-
mend in den Mittelpunkt des Interesses geriickt, da auf der einen Seite die Einwirkung toxischer
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Substanzen zugenommen hat, auf der anderen Seite vermehrt Herbizidresistenzen beobachtet
wurden.

Der Detoxifikationsstoffwechsel fiir Xenobiotika in Pflanzen wird zusammenfassend in einem
Dreiphasenmodell erklért (Coupland, 1991; Sandermann, 1994). Zuerst miissen viele Substanzen
aktiviert werden, da sie keine reaktiven Gruppen besitzen. Dies geschicht in Phase I, der Aktivie-
rungsphase, in der mittels Reduktion, Hydrolyse oder Oxidation solche reaktiven Gruppen in die
Xenobiotika eingefithrt werden. Wichtige Enzyme dieser Detoxifikationsphase gehdren zum
Cytochrom P,s0-Monooxygenasen-Typ. Es existieren in Pflanzen verschiedene Monooxygenasen.
Sie weisen ein unterschiedliches Substratspektrum auf und konnen in den einzelnen Gewebearten
in verschiedenen Enzymspektren auftreten. Besonders bei Weizen spielt die Einfiihrung von
Hydroxylgruppen bei der Toleranz von Herbiziden eine wichtige Rolle (Fendt, 1999). Diese
Aktivierungsphase macht es moglich, dass in der zweiten Phase die Konjugation mit hydrophilen,
organismuseigenen Verbindungen erfolgen kann. Solche Verbindungen konnen Zucker, wie
Glucose und Malonat, aber auch Aminosduren und Glutathion sein. Enzyme, die bei dieser Konju-
gationsreaktion eine wichtige Rolle spielen, sind die Glycosyltransferasen und die Glutathion-S-
Transferasen. In der dritten Phase werden die konjungierten Metabolite entweder einem Abbau
unterworfen oder durch Kompartimentierungsvorginge aus dem Stoffwechselgeschehen entfernt.
Die Deposition der Metabolite kann in der Vakuole, im Apoplaste oder in der Zellwand
(Lamourex & Rusness, 1989) geschehen.

Existieren bereits reaktive Gruppen am Schadstoffmolekiil, ist die erste Phase der Detoxifikation
nicht notwendig. Dennoch konnen Hydroxylierungsereaktionen stattfinden, jedoch in abge-
schwichter Form. Die Detoxifikation von Herbiziden muss nicht zwangsldufig nach dem
dargestellten Modell ablaufen; vielmehr kénnen die verschiedenen metabolischen Reaktionen auch
nebeneinander ablaufen. Die Abbildung 3 stellt wichtige und verbreitete Metabolisierungs-

reaktionen von Herbiziden dar.
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Abb. 3 Schema fiir die Metabolisierung von Herbiziden (Fendt, 1999)

Die Glutathion-S-Transferasen (GST, E.C. 2.5.18) reprisentieren eine gro3e Gruppe der Phase I1-
Entgiftungsenzyme. Sie metabolisieren endobiotische und xenobiotische Verbindungen durch die
kovalente Konjugation von reduziertem Glutathion (GSH) mit einem breiten Spektrum
hydrophober, elektrophiler Substrate (Harbig et al., 1974). Dies geschieht durch einen nukleophilen
Angriff, bei der eine elektrophile Gruppe des Schadstoffes mit der Thiolgruppe des Cysteins im
Glutathion reagiert. Das Glutathion besteht aus den drei Aminosduren Glutamat, Cystein und
Glycin, ist ubiquitdr verbreitet und das haufigste nichtproteinogene Thiol in der Zelle. Es ist direkt
oder indirekt an vielen Prozessen in der Zelle beteiligt, wie Synthese von Proteinen und DNA,
Transport, Enzymaktivitdt, Metabolismus und Zellschutz (Meister & Anderson, 1983). Die
Glutathion-S-Transferase aus tierischem Gewebe ist hinsichtlich ihrer physikochemischen und
katalytischen Eigenschaften weitestgehend untersucht worden. Sie ist ein dimeres Enzym, bei dem
die Untereinheiten zwischen 25 und 30 kDa gro8 sind. Es treten sowohl Homo- als auch
Heterodimere auf. Diese werden in fiinf unterschiedliche Klassen aufgeteilt: alpha, mu, pi, sigma
und theta, wobei die theta-Klasse auch in Pflanzen vorkommt (Karam, 1998). Pflanzeneigene
Substrate konnten bis jetzt der GST noch nicht zugeordnet werden. Fiir Aktivitdtsstudien werden
deswegen Modellsubstrate verwendet. Das meist angewandte Modellsubstrat ist das von Harbig et
al. (1974) eingefiihrte 1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol (CDNB).

Der Katalysemechanismus dieser Zweisubstratreaktion ist ein geordneter Bi-Bi-Mechanismus
(Pickett & Lu, 1989; Lebrou et al., 2001). Das Enzym unterstiitzt die Protonendissoziation von
GSH-Thiol. Das dadurch entstandene Thiolanion besitzt eine hohe Nukleophilie. Die GST besitzt
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je Untereinheit eine GSH-bindende Doméne (G-site) und eine angrenzende Bindedoméne fiir
elektrophile Substanzen (Marrs, 1996).

Die Untersuchung der pflanzlichen GST erstreckt sich vorrangig auf das Gebiet der landwirt-
schaftlichen Nutzpflanzen und Unkrduter im Hinblick auf die Resistenz gegeniiber Herbiziden
(Lamoureux & Rusness, 1989). So konnten in verschiedenen Pflanzenspezies GST-Aktivitdten
gemessen werden, darunter in verschiedenen Getreidearten, Kartoffeln, Zuckerrohr und Tabak.
Durch die Zunahme der Forschung auf dem Gebiet der ,,neuartigen Waldschdden* wurden auch
Untersuchungen hinsichtlich der GST in Koniferen durchgefiihrt. Aktivititen von Glutathion-S-
Transferasen konnten somit in unterschiedlichen Nadelbdumen, wie Picea abis (Schroder et al.
1990), Pinus mungu (Schroder & Rennenberg, 1992) und Pinus sylvestris (Hartling, 1995)
gefunden werden. In diesem Zusammenhang wird die GST auch als moglicher Biomarker fiir
organische Schadstoffe in Koniferen diskutiert (Schroder at al., 1992; Schroder & Weil3, 2000).
Das Substratspektrum pflanzlicher GST ist breit, so werden z. B. verschiedene Herbizide, wie
Alachlor und Fluorodifen, Pestizide und Chlorbenzole umgesetzt.

Die pflanzliche GST ist in Analogie zum tierischen Gewebe in der Regel ebenfalls ein Dimer mit
Untereinheiten zwischen 23-29 kDa und kann auch als Homo- und Heterodimer auftreten. Dean et
al. (1995) konnten aber aus Mais auch ein 30 kDa grofles Homodimer isolieren. Haufig existieren
unterschiedliche Isoenzyme, die verschiedene Substratspezifititen aufweisen. Im allgemeinen wird
zwischen drei GST-Typen unterschieden (GST I-III), die jedoch zwischen den einzelnen Pflanzen
geringfligig differieren konnen (Marrs, 1996). Die Induktion von GST-Aktivititen durch
verschiedene biotische und abiotische Faktoren wurde in der Literatur schon mehrfach beschrieben
(Marrs, 1996; Schroder, 1993) und lasst auf eine Induktion der de novo Proteinsynthese und einer
vermehrten Exprimierung verschiedener Isoenzyme schlieBen (Gronwald, 1989; Debus &
Schréder, 1990; Pflugmacher & Schroder, 1995). In mehreren Projekten zur Untersuchung
neuartiger Waldschdden konnte bereits ein Einfluss leicht fliichtiger organischer Luftschadstoffe
auf die GST-Aktivitdt und die Isoenzymmuster beschrieben werden (Schréder & Debus, 1991;
Schroder & Wolf, 1996; Pliimacher et al., 1993). Die GST-Aktivitit ldsst sich auch durch Safener
(Verbindungen, die den Herbizidabbau in Nutzpflanzen beschleunigen) induzieren und leistet
damit im hohen Malf3e einen Beitrag zur Herbizidresistenz (Timmermann, 1989; Fendt, 1998).

Nach der Konjugation von Schadstoffen mit GSH werden sie entweder kompartimentiert und
eingelagert oder metabolisiert. Die Metabolisierung solcher Konjugate erfolgt zunéchst iiber die
Abspaltung von Glycin durch eine Carboxypeptidase und die nachfolgende Spaltung der y-
Glutamin-Cystein-Bindung durch eine Transpeptidase (Pickett & Lu, 1989; Lamoureux & Rusness,
1989). Das dadurch entstandene S-Cystein-Konjugat stellt eine Schliisselrolle in der
Metabolisierung der GSH-Konjugate dar. So konnen nachfolgend z. B. N-Malonylcystein-
Konjugate, Sulfonylkonjugate und Thioessigsédurederivate entstehen oder eine Glycosylierung
stattfinden (Lamoureux & Rusness, 1993). Durch Abspaltung des Cysteinrestes mittels einem [3-
Lyaseenzym entsteht ein reaktives Thiol des Xenobiotikums, das danach ebenfalls glycosyliert
bzw. methyliert werden kann (Pickett & Lu, 1989; Lamoureux et al., 1992).
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3 Material und Methoden

3.1 Standardisierte Labortests

3.1.1 °N-Stoffwechseltest (ESIMA)

Der ESIMA (Ecotoxicological Stable Isotope Metabolic Assay) wurde mit zwei verschiedenen
Pflanzenarten durchgefiihrt. Zum einen wurden Epikotylsegmente der Griinfuttererbse Pisum
sativum, Sorte Pinoccio (IG Saatzucht GmbH & Co KG, Biendorf), zum anderen die Gartenkresse
Lepidium sativum, Stamm 74 (Florensis Deutschland GmbH, Stuttgart) herangezogen. Letzteres
stellt eine Weiterentwickung des Tests dar, indem intakte Pflanzen unter standardisierten
Bedingungen eingesetzt werden.

3.1.1.1 Anzucht und Versuchsdurchfiihrung mit Pisum sativum

Vor der Auskeimung quoll der Samen iiber 24 h unter flieBendem Leitungswasser. Danach wurde
er bei 25 °C im Dunkeln tiber fiinf Tage auf feuchtem FlieBpapier in Fotoschalen zum Keimen
ausgelegt. Als die etiolierten Keimlinge eine Liange von 4 - 6 cm erreicht hatten, wurden sie in ca.
1 cm lange Segmente geschnitten und bis zur Inkubation auf Eis aufbewahrt. 10 Epikotylsegmente
wurden in 20 ml Inkubationsldsung, die sich aus 10 ml Medium (2 % Saccharose, 0,1 % Tween 20
und 0,1 % Ammoniumchlorid 95 at.-% "°N; pH 5,5) und 10 ml Wirkstofflésung (bzw. aqua bidest
beim Kontrollansatz) zusammensetzt, bei 25 °C zwei Stunden leicht geschiittelt (50 rpm).
AnschlieBend wurden die Segmente griindlich mit aqua bidest gewaschen. Die Bestimmung der
""N-Héaufigkeit erfolgte emissionsspektrometrisch wie im Kap. 3.5.1.3 beschrieben.

Epikotyle von Pisum sativum

3.1.1.2 Anzucht und Versuchsdurchfiihrung mit Lepidium sativum

Pro Ansatz wurden mindestens 25 SamenkoOrner fiir ca. 30 min zum Quellen in aqua bidest
ausgelegt. AnschlieBend wurden sie auf flache Metallsiebe (d = 3 cm) vereinzelt. Diese Siebe
wurden in 25 ml Bechergldser, in denen sich Glasréhrchen mit einer Hohe von 3 cm befanden,
gesetzt und mit Hoagland Nahrlosung und Spurenelementlosung nach Arnon (siche Kap. 3.2.2.1)
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soweit aufgefiillt, dass der Samen nicht austrocknete. Das Keimen und die Anzucht der Pflanzen
erfolgte in einem Pflanzenwuchsschrank unter standardisierten Bedingungen. Im Anhang (Abb. 1)
ist der Tagesgang beziiglich des Lichtes, der Temperatur und der relativen Luftfeuchte aufgezeigt.
Die Wurzeln der Pflanzen wuchsen durch das Sieb in die Ndhrlosung hinein. Der Fliissigkeits-
verlust wurde mit aqua bidest ausgeglichen.

Nach 5 - 6 Tagen hatten die Pflanzen eine Gréfle von 3 cm erreicht.

Versuchsgefifie mit 6 Tage alten Lepidium sativum Pflanzen

Fiir die Schadstoffexposition der Pflanzen wurde die Anzuchtsndhrlésung gegen das Belastungs-
medium, das sich aus 50 % doppelt konzentrierter Hoaglandnéhrlsung mit 0,0025 % "“NH,CI
(95 at.-% ""N) und 50 % Schadstofflosung zusammensetzt, ausgetauscht. Als Kontrollansatz wurde
statt der Schadstofflosungen entsprechende Menge aqua bidest verwendet. Die Exposition erfolgte
wiederum im Pflanzenwuchsschrank iiber fiinf Stunden. Der Spross wurde danach mit einer
Keramikschere kurz iiber dem Sieb abgeschnitten und griindlich gewaschen. AnschlieSend erfolgte
die Bestimmung der "N-Haufigkeit wie im Kap. 3.5.1.3 beschrieben.

3.1.1.3 Auswertung

Die gemessenen '“N-Exzesshiufigkeiten der Schadstoffansitze wurden prozentual zum Kontroll-
ansatz berechnet. Der Fehler wurde mit Hilfe der Gaul3’schen Fehlerfortpflanzungsanalyse (sieche
Kap. 3.6) berechnet. Die Berechnung des ICso-Wertes erfolgte wie im Kap. 3.1.3 beschrieben.

3.1.2 Pollenschlauchwachstumstest (PTG-Test)

Der PTG-Test (Pollen Tube Growth Test) wurde nach der Methode von Kristen & Kappler (1995)
durchgefiihrt. Dafiir wurde Tabakpollen der Spezies Nicotiana sylvestris (Speg. & Comes)
verwendet, der in entsprechenden Pollenchargen von der Universitit Hamburg, Fachbereich
Biologie, zur Verfiigung gestellt wurde. Dieser Pollen kann bei —18 °C iiber drei Jahre ohne Verlust
der Keimfahigkeit aufbewahrt werden.

3.1.2.1 Durchfithrung

Zunéchst wurde eine Pollensuspension aus 5 mg Pollen pro ml doppelt konzentriertem Kultur-
medium (10 % Sucrose [w/v], 0,02 % Borsdure [w/v], 0,142 % Ca[NOs], x 4H,0, 0,4 %
Morpholinethansulfonsdure [MES] in aqua bidest) hergestellt. Der pH-Wert wurde mittels KOH
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auf 5,6 eingestellt. AnschlieBend wurden pro Ansatz 0,1 ml Pollensuspension und 0,1 ml
Schadstofflésung in unterschiedlichen Konzentrationen in 50 ml Glasschraubflaschen (Schott)
pipettiert. Als Kontrollansatz wurde anstelle der Schadstofflosung aqua bidest verwendet. Fiir den
Nullansatz (entsprechend Nullwachstum) wurde statt der Schadstofflosung 70 %iges Ethanol
eingesetzt, das die Keimung der Pollen verhindert. Die Inkubation erfolgte bei 25 °C {iiber 18
Stunden. Das Abstoppen des Wachstums erfolgte mit einer Losung, die aus einem Teil Alcian blue-
Stammlosung (0,5 g Alcian blue in 100 ml Ethanol) und neun Teilen Acetatpuffer (0,1 % Triton-X
100 und 0,15 % Acetat in aqua bidest, pH 5,6 mit NaOH eingestellt) bestand. Das darin befindliche
Ethanol stoppt das Wachstum der Pollenschliduche, der Farbstoff wird in die Pollenschlauchwand
aufgenommen und an die Polysaccharide gebunden. Das Auswaschen des nicht gebundenen
Farbstoffes erfolgte mit 6 ml aqua bidest, anschlieBender Zentrifugation bei 5 000 U/min lber
10 min und Absaugen des Waschwassers mittels Wasserstrahlpumpe. Dieser Vorgang wurde
dreimal wiederholt. Durch Zugabe von 3 ml Zitronenséure wurde der Farbstoff von den Pollen-
schlduchen wieder gelost. Nach nochmaliger Zentrifugation bei 5 000 U/min tiber 10 min wurde
die Extinktion des Uberstandes bei 618 nm (CADAS 100, Dr. Lange) fiir die quantitiative
Bestimmung der Inkorporation des Farbstoffes gemessen. Der Nullabgleich erfolgte mit
Zitronenséure.

3.1.2.2 Auswertung

Von den Extinktionswerten der Schadstoff- und Kontrollansdtze wurde zunéchst der Mittelwert der
Nullproben abgezogen, um den tatséchlichen GroBenzuwachs der Pollenschlduche zu ermitteln.
Somit bleiben die Menge des eingesetzten Pollens und mogliche Verunreinigungen unbe-
riicksichtigt. Anschliefend wurden die Schadstoffansitze prozentual zum Kontrollansatz berechnet.
Der Fehler wurde mit dem Gauf3'schen Fehlerfortpflanzungsgesetz (sieche Kap. 3.6) kalkuliert. Die
Berechnung des ICsp-Wertes erfolgte wie im Kap. 3.1.3 beschrieben.

3.1.3 Berechnung des 1Csy- Wertes

Der ICso-Wert stellt die Effektkonzentration dar, mit der das Pollenschlauchwachstum (PTG-Test)
bzw. die ""N-Inkorporation (ESIMA) um 50 % gehemmt wird. Er wird als MaB fiir die Toxizitit
angegeben und durch lineare Interpolation zwischen den beiden Konzentrationsstufen ermittelt,
deren Hemmungen gerade iiber und unter 50 % liegen.

Die Berechnung erfolgte nach folgender Formel:

IC50 =¢*
(InC, —1n Cy) (50 — 1)
X = + In C]
L-L

C, = Konzentration, deren Hemmung gerade unter 50 % liegt
C, = Konzentration, deren Hemmung gerade iiber 50 % liegt
I, = Hemmung des Pollenschlauchwachstums [%] von Konzentration C,

I, = Hemmung des Pollenschlauchwachstums [%] von Konzentration C,
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Diese Formel beruht auf der Annahme, dass ein linearer Zusammenhang zwischen dem natiirlichen

Logarithmus der Konzentration und der Hemmung besteht.

3.2 Kontrollierte Exposition in der Expositionskammer

3.2.1 Anlage zur kontrollierten Applikation atmosphirisch getragener

TCA

Fiir die Simulation atmosphérischer Belastungen von TCA unter standardisierten Bedingungen
wurde eine Begasungsanlage aufgebaut, die aus einem Pflanzenwuchsschrank, einer Vernebler-
station und einem Computer zur Datenerfassung besteht. Die Anlage ist in Abbildung 4 dargestellt.
Der Pflanzenwuchsschrank (3) (HPS 1500/60/S, Heracus Votsch) diente zur Einstellung
klimatischer Verhéltnisse und wurde mit einem Tagesgang von 13/11 Stunden wie folgt program-
miert: Lichtphase von 6 - 19 Uhr, 21 °C, 60 % relative Luftfeuchte; Dunkelphase von 19 - 6 Uhr,
15 °C, 75 % relative Luftfeuchte. Die Lichtintensitdt betrug je nach Lichtpunkthéhe 500 -
1 000 pmol/s/m* und wurde von 12 Metallhalogenid-Strahlern (Typ Osram HQI-R250 W/NDL)
mit tageslichtdhnlichem Spektrum erzeugt. In diesem Pflanzenwuchsschrank befinden sich zwei
Glasexpositionskiivetten (ca. 80 1 Volumen), jeweils fiir Belastung (1) und Kontrolle (2). Die
Verneblerstation (7) besteht aus zwei Ultraschallverneblern (Medi-Sonic 400, Medizin-Technik-
Apparatebau GmbH), die die zu applizierende Fliissigkeit (TCA-Losung bei Belastung und
deionisiertes Wasser bei Kontrolle) vernebeln, welche iiber eine Schmetterlingsnadel von oben aus
einem Vorratsbehélter kontinuierlich zulduft. Das Gerit hat eine Verneblerleistung von 3,9 ml/min,
und die TeilchengroBe liegt zwischen 0,5 und 5 Mikron (85 % unter 3 Mikron). Die Luftleistung
betrdgt maximal 20 I/min. Da diese wegen des Gegendruckes in der Kammer nicht ausreichte,
wurde zusitzlich iiber Pumpen ein Luftstrom in die Becher gepumpt. Durch den Uberdruck
konnten die Aerosole in den Hauptluftstrom gelangen. Aerosolkondensat, welches sich im
Zuleitungsschlauch zum Hauptluftstrom bildete, wurde in einen Auffangbecher geleitet. Die
klimatisch konditionierte Luft wurde iiber ein Glasrohr (8) im Klimaraum des Pflanzenwuchs-
schrankes angesaugt. Danach teilt sich die Leitung auf in eine Leitung fiir die Kontrollkiivette (9)
und in eine fiir die Belastungskiivette (10), in die jeweils das vernebelte Aerosol eingeleitet wurde.
AnschlieBend wurde die mit der Applikationsfliissigkeit angereicherte Luft in die
Expositionskiivetten eingeleitet. Die dort befindlichen 12-Volt-Ventilatoren sorgten fiir die
Verwirbelung der Luft. In den Kiivetten befanden sich ausserdem Temperatur- und Feuchtefiihler
(4 und 5), die die erfassten Daten iiber DA-Wandler auf den Computer (6) zur Uberwachung
tibertrugen. Uber den Anstieg der Luftfeuchtigkeit in den Kiivetten wurde die Funktionsfihigeit der
Vernebler iiberpriift. Die Luft wurde aus den Expositionskiivetten abgesaugt und ging iiber
Rotamesser (11), bei denen ein kontinuierlicher Fluss von 5 000 1/h eingestellt wurde, iiber einen
Aktivkohlefilter (13) und ein Absauggeblise ins Freie.
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Abb. 4 Schema der Begasungsanlage

Legende:

1 = Glasexpositionskiivette Belastung

2 = Glasexpositionskiivette Kontrolle

3 = Pflanzenwuchsschrank

4 = Temperatur- und Feuchtefiihler Belastung

5 = Temperatur- und Feuchtefiihler Kontrolle

6 = Computer fiir Datenauswertung

7 = Verneblerstation

8 = Glasrohr zum Ansaugen konditionierter Luft aus Klimaraum

9 = Glasrohr zum Einleiten des vernebelten Aerosols in Kontrollkiivette
10 = Glasrohr zum Einleiten des vernebelten Aerosols in Belastungskiivette
11 = Rotamesser
12 = Abluftrohr
13 = Aktivkohlefilter

3.2.2 Atmosphirische TCA-Belastung unterschiedlicher Photosynthese-

typen

Als Cs-Pflanze wurde die Kapuzinerkresse (Tropaeulum majus) und als C,-Pflanze der Mais (Zea

mays) ausgewdbhlt.

Zea mays L. (Mais) gehort zu der Familie der SiiBgraser (Poaceae) und stammt urspriinglich aus

Mittelamerika. Obwohl Mais eine Pflanze der Tropen und Subtropen ist, vermag sie mit einigen

Sorten auch in geméBigten Breiten zu gedeihen (Franke, 1992). In Adaption an wirmere

klimatische Verhiltnisse gehort diese Pflanze zum C4- Kohlenstoffassimilationstyp.
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Tropaeolum majus L. (Kapuzinerkresse) gehort zu der Familie der Kapuzinerkressegewéchse
(Tropaeolaceae) und ist eine ein- bis mehrjahrige, glucosinolhaltige Pflanze. Sie ist ein Vertreter
der C;-Kohlenstoffassimilation.

Beide Pflanzen sind im Labor sehr gut kultivierbar. Der Mais ist dariiber hinaus eine weit
verbreitete Versuchspflanze im Agrar- und o6kologischen Bereich. Die Kapuzinerkresse wurde
schon erfolgreich in Biomonitoringstudien zur Untersuchung atmosphérischer Belastungen
eingesetzt (Hafner et al., 2002).

v
!

4 ké% 1 | '?‘ ‘ ¢ 7
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Tropaeolum majus S mas

3.2.2.1 Pflanzenanzucht

Als Saatgut wurde fiir Mais die Ziichtung Zea mays A + B der Zuchtstation Biendorf von Saatzucht
GmbH & Co. KG und fiir Kapuzinerkresse die Sorte Whirlybird ,,Scharlach® der Firma Walz
Samen GmbH verwendet. Zunidchst erfolgte die Keimung der Samen in Kunstbodensubstrat
Vermiculite (Deutsche Vermiculite Ddmmstoff GmbH) der Kérnung 2 - 3 mit einer modifizierten
Hoagland Nihrlosung und Spurenelementldsung nach Arnon (Hoagland & Arnon, 1950) die sich
aus 2,75 mM Ca(NO;), x 4 H,O; 46,2 uM H;BO;; 4,30 M KH,PO,; 14,3 uM MnCly;
1 mM MgSO, x 7 H,O; 0,3 uM CuSO, x 5 H,0; 18 uM FeSO, x 7 H,0;0,5 uM Na,MoO, x 2
H,0; 16,1 uM Na,-EDTA und 0,7 uM ZnSO, x 7 H,O zusammensetzte.

Das Verhéltnis Vermiculite/Néhrlosung betrug 0,3 : 1 (w/w). Der durch Verdunstung entstandene
Gewichtsverlust wurde mit aqua bidest ausgeglichen. Nachdem die Keimlinge eine GréBe von
4 cm erreicht hatten, wurden die Pflanzen in Hydrokultur mit modifizierter Hoagland-Nahrlosung
umgesetzt. Als Halterung der Keimlinge dienten durchbohrte PVC-Scheiben. Die Keimlinge
wurden am unteren Teil der Hypokotyle mit Schaumstoff umwickelt, anschlieBend in die Locher
der PVC-Scheibe geklemmt und auf ein Becherglas mit Néhrlosung gesetzt. Zea mays wurde
einzeln in 100 ml Bechergliser, Tropaeolum majus mit jeweils 5 Pflanzen in ein 150 ml Becherglas
gesetzt. Die Anzucht fand in einem Pflanzenwuchsschrank (Bio Line, VB 1514 Voétsch Industrie-
technik GmbH; Bahlingen) mit einem Tag/Nachtrhythmus wie in Kap. 3.1.1.2 beschrieben statt.
Die Anzucht dauerte bei Zea mays 8 Tage und bei Tropaeolum majus 10 Tage. Danach erreichte
der Mais eine GroBie von 20 - 25 ¢cm und die Kapuzinerkresse eine Grofie von 8 - 10 cm.
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3.2.2.2 Exposition

Die Belastung der Pflanzen mit atmosphérisch getragener Trichloressigsdure fand in der in Kap.
3.2.1 beschriebenen Begasungsanlage gleich nach der Anzucht statt. Vor der Begasung wurde die
Néahrlosung der Pflanzen ausgewechselt. In jeder Kiivette befanden sich 23 Mais- bzw. 25 Kresse-
pflanzen. Die Dauer der Exposition betrug 92 Stunden. Dabei erfolgte durch die Vernebelung von
TCA-haltiger Losung eine kontinuierliche Belastung mit atmosphérischer TCA. Pro Exposition
konnte nur eine Konzentration appliziert werden. In der Kontrollkiivette wurde anstelle einer TCA-
Losung deionisiertes Wasser vernebelt. Die Berechnung der TCA-Konzentration in der Luft ergab
sich aus dem Verbrauch der Applikationsfliissigkeit mit definierter TCA-Konzentration pro Stunde
und dem Luftdurchsatz von 5 000 I/h.

Im Anschluss an die Begasung erfolgte die Umsetzung der Pflanzen in Tracerlosung mit 100 mg/1
K"*NO; (95 at.-% "N bzw. 10 at.-% "N bei den Pflanzen fiir die Aminosiureanalyse) in Hoagland-
Néhrlosung. Die Tracerapplikation erfolgte bei beiden Pflanzenarten iiber sieben Stunden im
Pflanzenwuchsschrank. Danach erfolgte die Ernte des Pflanzenmaterials. Dabei wurden die Blétter
mit einer Keramikschere vom Stiel getrennt, in Aluminiumfolie verpackt und bei —80 °C bis zur
weiteren Verarbeitung aufbewahrt.

Zur Untersuchung der phytotoxischen Wirkung von atmosphérischer TCA von Tropaeolum majus
und Zea mays wurden folgende Untersuchungsparameter bestimmt:

Zuwachs der Pflanzenhéhe,

e Gehalt an 16slichen Proteinen,

e Gesamtstickstoffgehalt,

e "N-Inkorporation in NPN- und Proteinfraktion,
o "N-Isotopenmuster einzelner Aminosauren,

e Enzymaktivititen der Nitrat- und Nitritreduktase,

Enzymaktivitit der Glutathion-S-Transferase.

3.2.3 Atmospharische TCA-Belastungen von Pinus sylvestris

Die Gemeine Kiefer Pinus sylvestris L. gehort zu der Familie der Kieferngewéchse (Pinaceae) und
ist in Europa und Vorderasien weit verbreitet. Aufgrund ihres hohen Lichtbedarfs und der damit
verbundenen Konkurrenznachteile wird die Kiefer von anderen Baumarten auf Standorte verdringt,
auf denen diese nicht gut gedeihen. Die Kiefer besitzt geringe Standortanspriiche und eine weite
okologische Amplitude und kann in seltenen Féllen auch zur Alleinherrschaft gelangen. Sie wird in
Deutschland auf iiber 20 % der Waldfliche angebaut und erlangte in der Holzindustrie Bedeutung
(Roloff, 2001).
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3.2.3.1 Pflanzenanzucht

Fiir die Begasungsversuche mit Pinus sylvestris wurden zweijdhrige Kiefernsimlinge von der
Bundesanstalt fiir Forst und Holzwirtschaft (BFH), Aufenstelle Waldsieversdorf, verwendet. Dort
wurden sie im Gewidchshaus in Pflanztopfen angezogen. Um sie an die definierten Klima-
bedingungen, die wihrend der Begasung herrschen, zu adaptieren, wurden die Pflanzen vor dem
Versuchsbeginn zwei Wochen im Pflanzenwuchsschrank aufbewahrt und nach Bedarf gegossen.
Die Pflanzen wiesen einen voll ausgebildeten diesjahrigen Nadeljahrgang (C) und einen
vorjahrigen Nadeljahrgang (C+1) auf und hatten eine Grofe von 30 - 40 cm.

3.2.3.2 Exposition

Es wurden zwei Begasungsversuche durchgefiihrt. Im ersten (KV1) wurde die akute Toxizitit mit
einer hohen TCA-Konzentration von 262 pg/m’ und einer Applikationsdauer von 4 Tagen
untersucht. Im zweiten Versuch (KV2) wurde die chronische Belastung mit einer TCA-Konzentra-
tion von 0,2 ng/m’ und einer Dauer von 50 Tagen getestet. Vor Beginn der Begasung wurde jede
Pflanze mit 300 ml Leitungswasser gegossen und die effektive Quantenausbeute des PS II beider
Nadeljahrgénge (siche Kap. 3.5.6) bestimmt. Im Versuch KV1 wurden die Pflanzen wahrend der
Begasung nicht gegossen. Bei der chronischen Belastung (KV2) wurden die Pflanzen im vier-
Tages-Rhytmus mit je 300 ml Leitungswasser gegossen und die effektive Quantenausbeute des
PS II beider Nadeljahrgdnge bestimmt. Im Anschluss an die Begasung erfolgte wiederum die
Bestimmung der effektiven Quantenausbeute des PS I und die Tracerapplikation. Bei KV1 wurden
jeder Pflanze 68 mg K'°NO; (95 at.- % "°N) iiber 24 Stunden appliziert. Da die "N-Haufigkeiten
sehr gering ausfielen, wurde bei KV2 jeder Pflanze 136 mg K'’NO; (95 at.-% ""N) iiber 3 Tage
appliziert. Die Pflanzen wurden zunéchst mit 300 ml Leitungswasser gegossen, dann wurde die
Tracerlosunng mit einer Spritze gleichméBig liber die Topfoberfliche verteilt und mit 30 ml
Leitungswasser nachgespiilt. Nach Ablauf der Tracerinkorporationszeit wurden die Nadeln beider
Nadeljahrgénge in Aluminiumfolie bis zur Aufarbeitung bei —80 °C aufbewahrt.

Zur Untersuchung phytotoxischer Wirkungen atmosphéarischer Trichloressigsdure auf Pinus
sylvestris wurden folgende Untersuchungsparameter bestimmt:

e ""N-Inkorporation und N-Gehalt der Gesamtstickstofffraktion,
e ""N-Inkorporation der NPN- und Proteinfraktion,

o cffektive Quantenausbeute des PS 1,

e Gehalt an 16slichen Proteinen,

o Pigmentgehalte,

e Enzymaktivitat der Nitritreduktase,

e Enzymaktivitit der Glutathion-S-Transferase.
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3.2.4 Atmospharische TCA- Belastung von Cirsium arvense

Die Acker-Kratzdistel (Cirsium arvense [L.] Scop.) ist aufgrund ihres tiefreichenden Wurzel-
systems und der hohen Regenerationsfahigkeit der unterirdischen Organe als schwer bekdmpfbares,
perennierendes, weltweit verbreitetes Unkraut bekannt (Donald, 1990). Sie gehort zu der Familie
der Asterngewdchse (Asteraceae). Die Vermehrung erfolgt sowohl vegetativ als auch generativ.
Die vegetative Vermehrung iiber laterale Wurzeln ist sehr effizient und ermoglicht der Pflanze die
Persistenz und die Uberwinterung. Die seltener auftretende geschlechtliche Vermehrung ist wichtig
fiir die genetische Variabilitdt von Cirsium arvense (Heimann et al., 1996).

3.2.4.1 Pflanzenanzucht

Die Isolierung und Aufzucht unterschiedlicher Herkiinfte von Cirsium arvense wurde von der
Sektion Biozonoseforschung im Umweltforschungszentrum Leipzig-Halle GmbH durchgefiihrt.
Dazu wurden im Herbst 2000 von verschiedenen Standorten Wurzelstiicke von ménnlichen und
weiblichen Pflanzen entnommen und {iber Winter im Gewéachshaus zu Pflanzen herangezogen. Aus
diesen Pflanzen wurden wiederum zum Zeitpunkt der Bliite Wurzelfragmente (klonale Fragmente)
entnommen und einzeln in Topfe gesetzt. Nach einer 5-monatigen Anzucht dieser Pflanzen im

Gewichshaus erfolgte die Begasung mit Trichloressigsaure.

Cirsium arvense

3.2.4.2 Exposition

Folgende Herkiinfte wurden fiir diese Versuchsreihe ausgewéhlt:

Tab. 2 Bezeichnung, Geschlecht und Herkunft der verwendeten Klone von Cirsium arvense

Bezeichnung | Geschlecht | Herkunft

P1 ménnlich Botanischer Garten Bayreuth

P2 weiblich Bad Lauchstidt, Versuchsfldche 2
P3 weiblich Bad Lauchstidt, Versuchsfldache 1
P4 weiblich Bad Lauchstidt, Feldrand

P5 weiblich Bad Lauchstidt, Siedlung 3
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Die Pflanzen wiesen eine Grofle zwischen 30 und 50 cm auf und hatten bis zu 16 voll entwickelte
Blatter. Da die Kiivetten nur vier Pflanzen aufnehmen konnten und vier Herkiinfte verglichen
werden sollten, wurde im ersten Versuch die Variabilitit innerhalb einer Herkunft (P1, ménnl.)
untersucht. In den daraufolgenden 3 Expositionen wurden die Herkiinfte P2, P3, P4 und P5, jeweils
weiblichen Geschlechtes, mit TCA belastet und untereinander verglichen. Vor jeder Begasung
wurden die Pflanzen mit 300 ml Leitungswasser gegossen. Die applizierte TCA-Konzentration
aller vier Versuche lag bei 200 pg/m’ und die Begasungsdauer betrug 100 Stunden. Im Anschluss
an die Exposition wurde die maximale Quantenausbeute der Photosynthese nach Dunkeladaption
(siche Kap. 3.5.6) an 5 unterschiedlich alten Blattaltersgruppen bestimmt. Beginnend mit dem
ersten voll entwickelten Blatt wurden jeweils zwei aufeinanderfolgende Blétter zu einer Blatt-
altersgruppe zusammengefasst. Danach erfolgte die Tracerapplikation mit 120 mg K'°NO;
(25 at.-% ""N). Zunichst wurde die Erde mit 300 ml Leitungswasser/Topf befeuchtet. In Anschluss
wurde die Tracerlosung mit einer Spritze gleichmidfig iiber die gesamte Topfoberfliche verteilt und
mit 30 ml Leitungswasser nachgespiilt. Nach 24 Stunden wurden die Blitter mit einer
Keramikschere abgeschnitten, in Blattaltersgruppen (A-E) eingeteilt und bei —80 °C bis zur
Aufarbeitung aufbewahrt.

Zur Untersuchung phytotoxischer Wirkungen atmospharischer TCA unterschiedlicher Herkiinfte

von Cirsium arvense wurden folgende Untersuchungsparameter bestimmt:

e ""N-Inkorporation und N-Gehalt der Gesamtstickstofffraktion unterschiedlicher Blattalters-
gruppen,

e ""N-Inkorporation in die NPN- und Proteinfraktion unterschiedlicher Blattaltersgruppen,

e Effektive Quantenausbeute des PS II unterschiedlicher Blattaltersgruppen.

3.3 Untersuchungen unter freilandihnlichen Bedingungen

Dieser Versuch wurde in Zusammenarbeit mit der Sektion Analytik im Umweltforschungszentrum
(Arbeitsgruppe Dr. Weilflog) durchgefiihrt. Er fand in einem Waldgebiet in der Dahlener Heide in
der Néhe von Taura statt. Dort wurden ca. 8 Jahre alte, aus einer Naturverjiingung in situ gewach-
sene Kiefern, die in zwei Gruppen dicht zusammen standen, ausgewahlt. Um diese zwei Pflanzen-
gruppen herum wurde je eine open-top-Kammer, die aus durchsichtiger PVC-Folie bestand, gebaut.
Diese wiesen eine GroBe von je 50 m’ auf. Eine Kammer wurde fiir die Applikation von Tetra-
chlorethylen (TECE) verwendet, wéhrend die andere Kammer als Kontrollkammer diente, in der
keine Applikation stattfand. Beide Kammern standen ca. 30 Meter voneinander entfernt. In der
Applikationskammer befanden sich fiinf und in der Kontrollkammer zwei Kiefern. Zusétzlich
wurden pro Kammer noch 5 getopfte, 8 Jahre alte Birken (Betula pendula) hinzugefiigt, die von der
Forstbaumschule Fa. Brussenius aus Schildau bezogen wurden. Der Topfinhalt betrug 16,5 Liter.

3.3.1 Durchfithrung und Probenahme

Die Applikation mit TECE (99 %) erfolgte durch Verdampfung, indem 10 ml dieser fliichtigen
Substanz auf eine Petrischale gegeben und in ca. ein Meter Hohe {iber dem Boden in die Kammer
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gestellt wurde. Die Verteilung der Substanz erfolgte durch natiirliche Luftbewegung. Der Versuch
begann am 30.05.2001 und dauerte bis zum 20.12.2001. Es wurden wochentlich 20 ml TECE
appliziert.

Die Tracerapplikation erfolgte am 15.08.2001, indem 3,37 g K'°NO; (95 at.- % "°N) in fiinf Liter
Leitungswasser in den Wurzelraum der Kiefern gegossen und mit zwei Litern nachgespiilt wurde.
Pro Kammer wurde der Tracer jeweils zwei Kiefern und drei Birken appliziert. Bei den Birken
wurde eine Konzentration von 1 g K'’NOj; (95 at.-% '""N) in einem Liter Leitungswasser appliziert
und mit 500 ml nachgespiilt.

Fiir die Probenahme bei Pinus sylvestris wurden Nadeln des aktuellen Nadeljahrgangs (C), d. h. des
Nadeljahrgangs, der im Friithjahr 2001 ausgetrieben ist, verwendet. An folgenden Terminen wurden
Proben entnommen: 15.08.2001 (vor der Tracergabe), 22.08.2001, 11.09.2001, 23.10.2001 und
03.12.2001. Es wurden pro Baum drei Mischproben, bestehend aus 10 bis 15 Nadeln, geerntet und
bis zur Aufarbeitung bei —20 °C aufbewabhrt.

Die Probenahme bei Betula pendula fand an den gleichen Terminen wie bei Pinus sylvestris statt,
der 03.12.2001 entfiel jedoch. Es wurden ebenfalls pro Baum drei Mischproben, bestehend aus 10
Blattern, entnommen und bei —20 °C aufbewahrt.

Fiir die Untersuchung der Wirkung von TECE und der sich daraus bildenden TCA auf Pinus
sylvestris und Betula pendula wurden folgende Untersuchungsparameter bestimmt:

e "N-Inkorporation in die Gesamtstickstofffraktion,
o Gesamtstickstoffgehalt des Pflanzenmaterials,

e Wassergehalt des Pflanzenmaterials.

3.4 Freilanduntersuchungen

Wie beim open-top-Kammerversuch wurde diese Untersuchung in Zusammenarbeit mit der
Sektion Analytik im Umweltforschungszentrum (Arbeitsgruppe Dr. WeiBflog) durchgefiihrt.
Dieser Versuch fand ebenfalls in der Dahlener Heide in der Ndhe von Taura (Sachsen) in einer
Dickung statt. Ausgewdhlt wurden dazu ca. 10 Jahre alte, in einer Reihe stehende, in situ
gewachsene Kiefern (Pinus sylvestris) aus einer Kunstverjiingung. Die Bdume standen in einem
Abstand von ca. sieben Meter voneinander entfernt. Die Bodenbedeckung im Umkreis von 50 cm
um den Baumstamm wurde zur optimalen TCA-Applikation in den Wurzelraum entfernt.

3.3.1 Durchfiihrung und Probenahme

Um den natiirlichen pH-Wert des Bodens nicht zu beeinflussen, wurde die TCA als Na-Salz
appliziert, indem sie in 10 I Leitungswasser geldst und anschlieBend in den Wurzelraum gegossen
wurde. Folgende Konzentrationen wurden verwendet: 0,1 g; 0,2 g; 0,4 g; und 0,8 g. Danach wurde
mit 5 1 Leitungswasser nachgespiilt. Jede Konzentration wurde an zwei B&umen appliziert.
Zusitzlich wurden zwei Baume nur mit Leitungswasser als Kontrolle gegossen. Die TCA-
Applikation fand einmalig am 11.04.2001 statt.
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Die Tracerapplikation wurde am 02.05.2001 durchgefiihrt, indem 3,37 g K"’NOs (95 at.-%) in 5 1
Leitungswasser in den Wurzelraum der Kiefern gegossen und mit 2 1 nachgespiilt wurde.

Die Probenahme fand am 02.05.2001 vor der Tracerapplikation, am 22.05.2001 und am 16.06.2001
statt. Dazu wurde der vorjéhrige Nadeljahrgang (C+1), d. h. der Nadeljahrgang, der im Friihjahr
2000 ausgetrieben ist, des vierten Wirtels ausgewahlt. Pro Baum wurden zwei Mischproben,
bestehend aus 10 bis 15 Nadeln, geerntet und bis zur Aufarbeitung bei —20 °C aufbewahrt.

Fir die Untersuchung der Wirkung verschiedener TCA-Konzentrationen im Boden auf Pinus
sylvestris wurden folgende Parameter bestimmt:

e "“N-Inkorporation in die Gesamtstickstofffraktion,
o Stickstoffgehalt des Pflanzenmaterials,

e Wassergehalt des Pflanzenmaterials.

3.5 Untersuchungsparameter

3.5.1 Untersuchung der "“N-Hiufigkeiten im Gesamtstickstoff, der

Protein- und Nichtprotein-Fraktion

3.5.1.1 Probenaufarbeitung

Fiir die Auftrennung des Probenmaterials, zur Bestimmung der "N-Haufigkeiten, in die Gesamt-
stickstofffraktionen, die Nichtprotein- und Proteinfraktion, wurde eine irreversible Saurefallung der
Proteine mit Trichloressigsdure durchgefiihrt. Zunédchst wurde 1 g Pflanzenmaterial mit fliissigem
Stickstoff zu einem feinen Pulver zerrieben, 100 mg davon fiir die Untersuchung des Gesamt-
stickstoffs abgewogen und der Rest mit 15 ml einer 20 %igen Trichloressigsdure versetzt und
mittels Messerhomogenisator (Ultraturrax) homogenisiert. Die Prézipitation erfolgte {iber Nacht im
Kiihlschrank bei 4 °C und dauerte mind. 16 Stunden. Nach der Fallung wurden die Proben 15 min
lang bei 2 °C mit 10 000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand (Nichtproteinfraktion) wurde iiber Watte
in einen Kjeldahlkolben mit aqua bidest iiberfiihrt. Das Pellet (Proteinfraktion) wurde mit 5 ml
einer 0,5 %igen TCA gewaschen, nochmals zentrifugiert und anschlieBend ebenfalls in einen
Kjeldahlkolben mit aqua bidest liberfiihrt.

3.5.1.2 Bestimmung des N-Gehaltes nach Kjeldahl

Die Stickstoffbestimmung wurde nach Kjeldahl (1883), modifiziert nach Faust (1981),
durchgefiihrt. Dazu wurden nur N-freie Chemikalien verwendet und die N-Gehalte der Proben
auBlerdem mit einem ,,blank“-Wert korrigiert. Die unter 3.5.1.1. gewonnenen N-Fraktionen wurden
in einem 100 ml-Kjeldahlkolben mit 2 ml konzentrierter Schwefelsdure und einer Spatelspitze
Wieninger Reaktionsgemisch (500 Teile Na,SO,4, 8 Teile CuSO,, 8 Teile Se) als Katalysator
versehen und anschlielend auf einer Kjeldahl-Aufschlussapparatur (KI 16, Gerhardt) vollstandig
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verascht. Die abgekiihlten Proben wurden anschlieBend mit ca. 10 ml aqua bidest verdiinnt und an
einer Kjeldahl-Destillationsapparatur nach Faust (1981) befestigt. Durch Zugabe von 10 ml
32 %iger NaOH stieg der pH-Wert der Probe in den alkalischen Bereich, der Stickstoff wurde in
Form von Ammoniak freigesetzt und mittels Wasserdampf in eine Vorlage iiberfiihrt, die aqua
bidest und 2 Tropfen Taschiero-Indikator (125 mg Methylrot, 80 mg Methylenblau mit absolutem
Ethanol, ad 100 ml) enthielt. Die Bestimmung des Stickstoffgehaltes erfolgte durch Titration mit
0,02 n H,SO4. 1 ml 0,02 n H,SO, neutralisiert die Menge an NH,OH, die 0,28 mg N enthilt.
Daraus ergibt sich folgende Berechnung:

mg N =ml 0,02 n H,SO, x 0,28.

Die wissrige Ammoniumsulfatldsung wurde in Abdampfschalen auf einem Wasserbad bei 80 °C
fiir weitere Untersuchungen eingedampft und im Exsikator aufbewahrt.

3.5.1.3 "*'N-Isotopenanalytik

Die Isotopenmarkierung von Stickstoffverbindungen bietet gute Moglichkeiten zum Studium von
Aufnahme- und Metabolisierungsvorgingen und wird in der letzten Zeit verstirkt angewendet
(Lajtha & Michner, 1994; Faust et al., 1993). Radioaktive Isotope bringen den Nachteil mit sich,
dass sie zerfallen, radioaktive Strahlen aussenden und somit ein gesundheitliches Gefahrdungs-
potential darstellen. Da beim Stickstoff auch keine geeigneten radioaktiven Isotope existieren,
bieten die stabilen Isotope, welche nicht zerfallen und fiir die Gesundheit unbedenklich sind, eine
Alternative. Sie geben keine radioaktiven Strahlen ab. Das stabile Isotop "N (Molmasse 15,010)
kommt mit einer natiirlichen Héufigkeit von 0,3663 Atom-% in der Luft vor, d. h. 99,6337 % des
natiirlich vorkommenden Stickstoffs ist '“N (Molmasse 14,003). Aufgrund des geringen Massen-
unterschiedes und dem damit verbundenen chemischen Isotopieeffekt kommt es bei biologischem
Material zu minimalen Abweichungen in der Héufigkeit, die jedoch bei Traceruntersuchungen
vernachlédssigt werden konnen. Isotope eines Elementes unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Anzahl von Neutronen im Kern. Dadurch werden Atommasse, Volumen, Symmetric und die
magnetischen Eigenschaften des Atomkerns beeinflusst, die wiederum unterschiedliche physika-
lische und physikochemische Eigenschaften hervorrufen. Die daraus resultierenden Isotopieeffekte
werden sowohl bei der Herstellung, als auch bei der Messung stabiler Isotope genutzt. Zur Analytik
der "“N-Isotope stehen zwei spektrometrische Messverfahren, die Isotopenmassenspektrometrie
und die Emissionsspektrometrie zur Verfiigung.

Emissionsspektrometrische 15N-Bestimmung

Das Messprinzip der emissionsspektrometrischen Analytik beruht auf Bestimmung des '‘N/"°N-
Verhéltnisses der Elektronenschwingbanden des Stickstoffmolekiils. Die Bandenkdpfe werden
dabei bei unterschiedlichen Wellenldngen gemessen: 297,7 nm fiir "N, 298,3 nm fiir "*N/**N, und
298,9 nm fiir °’N,. Die Grundlage des Messprinzips sind die Isotopieeffekte der Stickstoffisotope
(Faust et al. 1981). Fiir die emissionsspektrometrische "N-Bestimmung wurde das ''’N-Emis-
sionsspektrometer NOI 7 (Fa. FAN, Leipzig) eingesetzt. Es ermdglicht Analysen im Bereich
zwischen 0,34 und 80 at.-% und bendétigt 10 pg pro Ny/Messung. Bevor die Messung erfolgen
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kann, muss der Stickstoff des Ammoniums in der wissrigen Probe in molekularen Stickstoff
iberfiihrt werden. Die hierbei angewendete Probenchemie ist die Hypobromit-Methode nach
Rittberg. Dabei wird der Stickstoff nach folgender Reaktionsgleichung durch die Oxidation von
Ammonium mit Hilfe von Hypobromit in alkalischer Losung freigesetzt:

2NH, " +2 OH + 3 BrO - N, + 3 Br + 5 H,0

Anhand der berechneten Stickstoffmenge wurde zu der Probe soviel aqua bidest zugegeben, dass in
1 ml 400 pg N gelost waren. 25 pl dieser Losung wurden in ein Probenglas pipettiert und am
Probenhalter des Gerites befestigt. Das '’N-Analysensystem verfiigt iiber eine integrierte
Probenchemie und eine Datenauswertung.

Das Emissionsspektrometer NOI 7 kann auch mit einem Elementanalysator gekoppelt werden
(vario EL III, elementar Analysensysteme GmbH), der in der Lage ist, Kohlenstoff, Wasserstoff,
Stickstoff, Sauerstoff und Schwefel quantitativ zu bestimmen. Dieser arbeitet nach dem Prinzip der
katalytischen Rohrverbrennung unter Sauerstoffzufuhr und hohen Temperaturen. Die dabei
entstehenden Verbrennungsgase werden anschliefend gereinigt, mittels spezifischen Adsorptions-
sdulen getrennt und mit einem Warmeleitfahigkeitsdetektor (WLD) quantitativ bestimmt. Fiir die
Untersuchung wurde ein Betriebsmodus gewéhlt, der die Elemente Stickstoff und Kohlenstoff
bestimmt. Nach der Detektion wird 300 pg des elementaren Stickstoffs zum Entladungsrohr des
NOI 7 geleitet und die "N-Exzesshiufigkeit ermittelt. Der Vorteil dieser Kombination ist, dass der
Kjeldahlaufschluss und die Wasserdampfdestillation entfallen und das N-Gas durch eine saubere
Verbrennung erzeugt wird. Zusétzlich wird der Kohlenstoffgehalt mit angegeben. Nachteilig sind
der hohe Bedarf an Stickstoff und aufwendige Wartungsarbeiten des Gerétes.

Die erhaltenen Ergebnisse der zwei Varianten sind vergleichbar. In dieser Arbeit wurden beide
Varianten verwendet.

Massenspektrometrische 15N—Bestimmung

Die Messung von N im Massenspektrometer beruht auf der massenabhingigen Ablenkung
positiver Tonen (“N"N)*, (“*N""N)" und ("N'"°N)* im Magnetfeld. Diese Ionen werden in einer
Ionenquelle durch ElektronenstoBionisation erzeugt. Die daraus resultierenden Massen 28, 29 und
30 werden zeitgleich in einem Dreifachauffinger (Faraday-Kollektoren) aufgefangen und
quantifiziert. Die massenspektrometrische Analyse ist in den letzten Jahren rasch vorangeschritten
und gewinnt immer mehr an Bedeutung (Mulvaney, 1993).

In dieser Arbeit wurden Proben, die einen Exzess < 0,1 at.-% exc. aufwiesen, massenspektro-
metrisch untersucht. Der dabei verwendete Isotopenverhéltnismassenspetrometer (IRMS) (Delta-C,
Finnigan-Mat) benétigt 50 pg N und weist eine Reproduzierbarkeit auf, die in 90 % aller Fille
unter 0,3 %o liegt (Gehre et al., 1994). Fiir die Bestimmung des Isotopenverhéltnisses werden feste
und fliissige Proben zundchst mit Hilfe eines Elementanalysators (EA 1108 CHN, Finnigan ) in ein
Messgas tiberfiihrt. Vorerst wurden 0,35 mg des unter Kap. 3.5.1.2 gewonnenen Ammonium-
sulfates oder entsprechende Mengen getrocknetes und pulverisiertes Pflanzenmaterial in Zinntiegel
(HEKAtech GmbH Analysentechnik; Wegberg) eingewogen. Die Proben wurden dann mittels
Sauerstoffpuls im Elementanalysator verbrannt, die Verbrennungsgase gereinigt, anschliefend in
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einer GC-Séule (Porapack PQS) aufgetrennt und in das IRMS geleitet. Gemessen und ausgewertet
wurde das "N/"*N-Verhiltnis (Ratio ’N/'*N). Angegeben werden die Ergebnisse in 8-Notationen.
Dabei werden die Abweichungen der Isotopenverhéltnisse der Proben zu Luftstickstoff in & %o
dargestellt. Als Standard diente ein kalibriertes N,-Gas. Die Berechnung erfolgte nach folgender
Formel:

( ! 5N/ ! 4N) sample — ( ! SN/ ! 4N) standard
5N = x 1000 [%o].
( ! SN/ ! 4N) standard

3.5.2 Bestimmung der '“N-Hiufigkeiten einzelner Aminosiuren der

loslichen Proteinfraktion

Zur Untersuchung einzelner Aminosiduren wurde eine modifizierte Methode nach Brand et al.
(1994) angewendet. Sie erlaubt die Isotopencharakterisierung von Aminoséduren durch eine GC-C-
IRMS Analyse und ist in der Literatur etabliert (Macko et al., 1997; Hofmann et al., 1995).

3.4.2.1 Gewinnung der loslichen Proteinfraktion fiir AS-Analytik

Es wurden 6 g Pflanzenmaterial (Mischprobe aus 3-4 Pflanzen) mit fliissigem Stickstoff zu einem
feinen Pulver zerrieben, mit 30 ml Phosphatpuffer nach SOERENSEN pH 6,5 versehen und unter
Kiihlung 3 min mit dem Ultraturrax homogenisiert. Die Extraktion des Strukturproteins erfolgte
iiber Nacht bei 4 °C. Danach wurden die Proben zur groben Trennung 15 min bei 2 °C mit
10 000 rpm zentrifugiert und anschlieBend der Uberstand iiber Schwarzbandfilter (Schleicher &
Schuell GmbH) mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe abgesaugt. Zur Fallung des 16slichen Proteins
wurde das Filtrat 1 : 1 mit 20 %iger TCA-Losung versetzt. Sie erfolgte iiber Nacht bei 4 °C. Das
Protein wurde danach abzentrifugiert (15 min, 2 °C, 10000 rpm), mit 0,5 %iger TCA gewaschen
und nochmals zentrifugiert. Das dadurch gewonnene Protein wurde bei —20 °C ein einem
Rundkolben eingefroren. AnschlieBBend erfolgte eine Gefriertrocknung (LOVAC GT, FINN-AQUA
Santasalo-Sohlberg) der Proben.

3.5.2.2 Proteinhydrolyse

Fir die Hydrolyse wurden 30 mg des gefriergetrockneten Proteins in 40 ml Vials (Supelco)
eingewogen und mit 20 ml einer 6 N HCL-Ldsung versetzt. Die Proben wurden anschlieend nach
Kaiser et al. (1975) im Ultraschallbad durch abwechselnde Heliumspiilung und Evakuierung
entgast. Die Hydrolyse fand unter Riithren in einem Heizblock (PIERCE, Reacti-Therm III,
Rockford) bei 145 °C iiber 4 Stunden statt. Nach Abkiihlung wurden die Proben im Rotations-
verdampfer bis zur vollstandigen Trockenheit eingeengt und, um eventuell vorhandene Wasser-

spuren zu entfernen, drei mal mit wasserfreiem Dichlormethan getrocknet.
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3.5.2.3 Derivatisierung der Aminosiuren durch Trifluoracetylierung

Als erster Derivatisierungsschritt wurde die Carboxylgruppe der Aminosduren mit Propanol
verestert. Dazu wurden zu dem getrockneten Hydrolysat 10 ml einer frisch hergestellten Mischung
aus Acetylchlorid und n-Propanol im Verhiltnis 1 : 4 (v/v) gegeben. Die Veresterung erfolgte unter
Riihren in einem Heizblock bei 110 °C iiber 1 h. AnschlieBend wurden die Proben bei 40 °C am
Rotationsverdampfer eingeengt, in 1,8 ml Vials (Supelco) iiberfiithrt und im Heizblock bei 45 °C,
unter einem Argonstrom und mit Unterstlitzung von Dichlormethan, getrocknet. Bei dem zweiten
Derivatisierungsschritt wurden die Aminogruppen der Aminosduren mit Trifluoracetanhydrid
(TFAA) acetyliert. Dafiir wurden 500 ul TFAA und 500 pl Dichlormethan zu den Proben gegeben
und 20 min bei 100 °C unter Rithren derivatisiert. Danach wurden sie unter Eiskiihlung und unter
einem Argonstrom bis zur vollstindigen Trockenheit eingeengt. Die Proben wurden in wenig
Dichlormethan wieder aufgenommen, in 0,6 ml Samplevials iiberfithrt und nochmals eingeengt.
AnschlieBBend wurden die AS in 60 pug n-Propanol gelost.

3.5.2.4 GC-C-IRMS Analyse

Die '"N-Hiufigkeiten der derivatisierten Aminosauren (vergl. Kap. 3.5.2.3) wurden mit Hilfe eines
Gaschromatograph-Combustion-Isotope-Ratio-Mass-Spectrometer, der zusitzlich noch mit einem
Time-of-Flight Massenspektrometer (TOF-MS) gekoppelt ist, bestimmt. Obwohl die GC-C-IRMS
Methode cine relativ junge analytische Methode ist, wird sie in vielen Bereichen, z. B. Archdo-
logie, Geochemie, Umweltchemie und Biochemie, erfolgreich eingesetzt (Meier-Augenstein,
1999). Das Messsystem besteht aus einem Gaschromatographen (6890 PLUS, Hewlett Packard),
gekoppelt mit einem TOF-MS (GCT, Micromass) und kombiniert mit einem Isotopenverhéltnis-
massenspektrometer (MAT 252, Finnigan). 3 pul AS-Probe wurden iiber einen Autosampler auf die
GC-Kapillare (BPX 5 50 m, i.D. 0,32 mm, Schichtdicke 0,5 um; Vorsdule) aufgegeben. Zur
optimalen Auftrennung wurde folgendes Temperaturprogramm gewéhlt: 50 °C (10 min) —
2 °C/min — 175 °C (10 min) — 4 °C/min — 260 °C (10 min). Nach der gaschromatographischen
Auftrennung erfolgte eine Teilung des Gasstroms. 5 - 10 % wurden in den TOF-MS zur
qualitativen und quantitativen Analyse der Aminosduren geleitet. Der andere Teil wurde in einem
Verbrennungsofen (CuO/NiO/Pt) bei 980 °C vollstindig oxidiert und im nachfolgenden
Reduktionsofen bei 650 °C reduziert. Das bei der Verbrennung entstandene Wasser wurde mittels
Wasserfalle entfernt und das CO, mit Hilfe von fliissigem Stickstoff ausgefroren. Das Probengas
wurde anschlieBend iiber einen opensplit in das IRMS geleitet, wo es ionisiert und die daraus
entstandenen Kationen entsprechend ihres Masse/Ladungsverhéltnisses im Magnetfeld aufgetrennt
und in Faraday-Kollektoren aufgefangen und quantifiziert wurden. Es wurden nur die Massen 28
(“N/“N) und 29 (“N/'N) gemessen. Das eingesetzte Massenspektrometer bendtigte zur
Peakdetektion eine Stickstoffmenge von mindestens 0,84 nmol. Die Reproduzierbarkeit sowie die
Berechnung und die Angaben der Ergebnisse der '*N-Isotopenhiufigkeit sind mit dem unter Kap.
3.5.1.3 beschriebenen Massenspektrometer identisch.
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3.5.3 Biochemische Auftrennung der loslichen Proteine iiber SDS-PAGE

Fiir die grobe Charakterisierung des 16slichen Proteins wurde eine denaturierende gelelektro-
phoretische Auftrennung mittels Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-
PAGE) nach LAEMMLI (1970) eingesetzt.

3.5.3.1 Gewinnung der loslichen Proteinfraktion fiir SDS-PAGE

3 g Pflanzenmaterial wurde mit fliissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver zerrieben, mit 40 ml
Phosphatpuffer nach SORENSEN pH (6,8) versetzt und 3 min mit Ultraturrax unter Eiskiihlung
homogenisiert. Das Strukturprotein wurde bei 4 °C iiber Nacht extrahiert und anschlieend 30 min
bei 2 °C und 10 000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde iiber einen Schwarzbandfilter
(Schleicher & Schuell GmbH) mittels Wasserstrahlpumpe abgesaugt, nochmals zentrifugiert und
wiederum abgesaugt. Die Konzentrierung der 16slichen Proteine erfolgte durch eine fraktionierte
Ammoniumsulfatfillung unter Eiskiihlung. Dazu wurde zu dem Uberstand soviel fein pulveri-
siertes Ammoniumsulfat unter Rithren zugegeben, bis eine Séttigung von 40 % erreicht wurde.
Nach 30-miniitiger Féllung wurden die prézipitierten Proteine durch eine Zentrifugation fiir 30 min
bei 2 °C und 10 000 rpm aus der Losung entfernt. Danach wurde wieder soviel Ammoniumsulfat
zugegeben, bis sich eine Gesamtkonzentration von 80 % ergab. Nach einer halben Stunde erfolgte
nochmals eine Zentrifugation mit 10 000 rpm bei 2 °C iiber 30 min. Die Pellets der zwei
Fraktionen wurden in 2,5 ml Tris/HCL (25 mM, pH 7,6) aufgenommen. AnschlieBend wurden die
Proben iiber eine mit 25 ml Tris/HCL-Losung (25 mM, pH 7,6) equilibrierten PD 10 Siule
(Amersham Pharmacia Biotech AB) entsalzt und mit dem gleichen Puffer eluiert. Diese
Proteinldsung wurde zur quantitativen Proteinbestimmung und SDS-PAGE eingesetzt.

3.5.3.2 Proteinbestimmung nach Lowry

Um die Konzentration der Proteinlésung (vergl. 3.5.3.2 und 3.5.5.1) zu bestimmen, wurde die
Methode nach Lowry et al. (1951) angewendet. Die Proteinextrakte wurden zundchst 1 : 1 mit
20 %iger Trichloressigsidure versetzt und die Proteine iiber Nacht im Kiihlschrank gefillt. Nach
10 min Zentrifugation bei 14 000 rpm wurde das Pellet nochmals mit 0,5 %iger TCA gewaschen,
wiederum bei 14 000 rpm 10 min abzentrifugiert und in 1 ml 1 N NaOH resuspendiert. Je nach
Konzentration wurden 50 - 200 pl dieser alkalischen Losung fiir die Proteinbestimmung eingesetzt.
Zunichst wurde ein Gemisch, bestehend aus einer 1 %igen CuSO,-Lésung und einer 2 %igen
Na-K-Tartratlosung im Verhdltnis 1 : 1 (v/v) hergestellt. Ein Volumenanteil wurde anschlieBend
mit 49 Volumenanteilen einer 2 %igen Na,COs-Losung versetzt. Durch Zugabe von 1 ml dieser
Loésung und sofortigem Durchmischen wurde die Reaktion des Proteins im alkalischen eingeleitet.
Nach 10 min Inkubation wurden 100 pul des Folin-Reagenz, welches 1 : 1 mit aqua bidest verdiinnt
wurde, zugegeben und kréftig geschiittelt. Die Messung der Extinktion erfolgte nach 30 min am
Spektralphotometer (UVIKON 923, BIO-TEK Kontron Instruments) gegen einen Blindwert, der
anstatt der Proteinldsung ensprechend 1 N NaOH enthielt. Als Bezug diente eine Kalibrierreihe mit
Rinderserumalbumin in 1 N NaOH im Bereich zwischen 0 und 100 pg Protein.
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3.5.3.3 SDS-Gelelektrophorese

Es wurden Plattengele einer GroBle von 10 x 8 x 0,1 cm genutzt. Zur Trennung wurden 10 %ige
Trenngele und 5 %ige Sammelgele benutzt, deren Zusammensetzung in Tab. 3 dargestellt ist. Der
Trenngelpuffer setzte sich aus 1,1 M Tris und 10 mM SDS und der Sammelgelpuffer aus 0,25 M
Tris und 20 mM SDS zusammen. Der Elektrodenpuffer enthielt 50 mM Tris, 0,38 M Glycin und
0,1 % SDS. Dabei stellt sich ein pH-Wert von 8,8 ein. Die Proteinproben wurden auf eine einheit-
liche Proteinkonzentration von 2 pug/ul mit 25 mM Tris/HCI pH 7,6 verdiinnt und anschlieBend mit
SDS-Probenpuffer (1,25 ml 0,5 M Tris/HCI pH 6,8; 1,00 ml Glycerin; 2,00 ml 10 % SDS;
0,50 ml Merkaptoethanol; 0,25 ml 1 % Bromphenolblau-Losung) 1 : 1 gemischt.

Nach 5-miniitigem Erhitzen der Proben in kochendem Wasser und anschlieBendem Abkiihlen wur-
den 5 bzw. 10 pl der Proteinldsung auf das Gel aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker diente
der Prestained SDS-PAGE Standard low Range von BIO-RAD, der einen Molekulargewichts-
bereich von 20,7 kD (Lysozym), 28,8 kD (Trypsininhibitor, Soja), 34,3 kD (Carbonic anhydrase),
50 kD (Ovalbumin), 77 kD (Rinderserumalbumin) und 103 kD (Phosphorylase B) markiert.

Tab.3 Zusammensetzung der verwendeten Gele fiir die SDS-PAGE

FuBlkleber |Trenngel |Sammelgel
30 % Acrylamid/Bis (37,5 : 1) 1,5 ml 2,33 ml 0,675 ml
Trenngelpuffer pH (8,8) 1,1 ml 2,33 ml
Sammelgelpufter pH (6,8) 2,5 ml
aqua bidest 1,054 ml 2,31 ml 1,8 ml
TEMED 36 ul 5,8 ul Sul
APS 60 ul 23 ul 25 ul

3.5.3.4 Proteinfirbung

Fiir die Anfarbung der Proteine im Gel wurde der Farbstoff Coomassie-Brillant Blue 200 R
(SERVA) verwendet, der auch bei der Proteinbestimmung nach BRADFORD (1976) eingesetzt
wird. 0,1 g des Farbstoffes wurden in 50 ml Methanol geldst und mit 8 ml Eisessig und 42 ml aqua
bidest aufgefiillt. Das Gel wurde in dieser Losung fiir 1 Stunde unter leichtem Schiitteln inkubiert
und anschlieend unter mehrfachem Austausch der Losung in 0,8 % Essig und 50 % Methanol
entfarbt. Zur Aufbewahrung wurden die Gele in Folie eingeschweilit und im Kiihlschrank gelagert.
Nachteilig ist bei dieser Methode, dass es betrichtliche Extinktionsdifferenzen zwischen unter-
schiedlichen Proteinen gibt.

3.5.3.5 Geldokumentation

Die fertigen Gele wurden mit einer Digitalkamera fotografiert und anschlieBend qualitativ und
quantitativ ausgewertet.
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3.5.4 Bestimmung der Enzymaktivititen wichtiger Schliisselenzyme der

Nitratassimilation

Es wurden die in vitro Aktivititen von Schliisselenzymen der pflanzlichen Nitratassimilation
bestimmt, die folgende Reaktionen katalysieren:

NADH-Nitratreduktase (NR) (EC 1.6.6.1)
NO; + 2 NADH — NO, + H,0 + 2 NAD"
Nitritreduktase (NIR) (EC 1.7.7.1)
NO, + 8 H' + 6 Ferredoxin,g — NH," + 2 H,O + 6 Ferredoxin,,.

3.5.4.1 Gewinnung des Rohenzymextraktes fiilr NR/NIR-Aktivititsbestimmung

Die Aktivitdtsstudien wurden mit dem Rohenzymextrakt durchgefiihrt. Fiir die Gewinnung des
Extraktes wurde das Pflanzenmateriel mit fliissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver zermahlen
und in den Aufschlusspuffer (0,1 M KH,PO, pH 7,5; 1 mM Na,-EDTA; 0,5 % Rinderserumalbu-
min [w/v]; 1 % PVPP [w/v]; 0,1 % Triton X-100 [w/v]; 10 mM Cystein-HCI [tdglich frisch dazu];
5 mM Dithioerythriol [taglich frisch dazu]; 20 uM FAD [téglich frisch dazu]) aufgenommen.

Dabei wurde das Verhiltnis Pflanzenmaterial zu Aufschlusspuffer fiir die Nadeln von Pinus
sylvestris mit 5 : 1 und fir Tropaeolum majus und Zea mays mit 8 : 1 gewahlt. Anschlieend
erfolgte eine Homogenisierung mit dem Ultraturrax fiir 60 s unter FEiskiihlung. Nach einer
45 miniitigen Zentrifugation des Homogenisates bei 2 °C mit 10 000 rpm wurde der Uberstand
iiber Schwarzbandfilter mittels Wasserstrahlpumpe abfiltriert und als Rohenzymextrakt eingesetzt.

3.5.4.2 Bestimmung der NADH-Nitratreduktase-Aktivitit

Die Aktivitdt der Nitratreduktase wurde durch Messung der Konzentration des Nitrits als Produkt
der enzymatischen Umsetzung von Nitrat zu Nitrit bestimmt. Der Testansatz enthielt in 1 ml
34 mM KH,PO,, pH 7.5; 25 mM KNO;; 20 uM FAD; 250 uM NADH und maximal 300 ul Rohen-
zymextrakt. Gestartet wurde die Reaktion nach 3 miniitiger Vorinkubation bei 30 °C durch Zugabe
des NADH. Nach 20 min Inkubation bei 30 °C wurde die Reaktion mit 100 pl 1 M Zinkacetat-
Losung abgestoppt. Als Kontrolle diente ein Ansatz, der kein NADH enthielt. Die Linearitit der
Reaktion zwischen 0 und 30 min wurde in Vorversuchen sichergestellt. Die Proben wurden nach
der Zinkacetatféllung 10 min bei 15 000 rpm zentrifugiert.

Der Nitritgehalt der Proben wurde mit der Geris-llovay-Methode (modifiziert nach Snell & Snell,
1949) bestimmt. Zundchst wurde das iiberschiissige NADH, welches die Farbreaktion stéren
wiirde, mit 50 pl 0,18 mM Phenanzinmethosulfat in 550 pl Probe iiber 30 min im Dunkeln bei RT
oxidiert. Anschlieend erfolgte die Zugabe von 0,25 ml 1 % Sulfanilamid (w/v) in 1,5 N HCI und
0,25 ml 0,02 % N(1-Naphtyl)ethylendiamindihydrochlorid (w/v). Nach 10 min wurde die Extink-
tion des entstandenen Azofarbstoffes bei 540 nm mit einem Spektralphotometer (CADAS 100, Dr.
Lange) gemessen. Anhand einer Kalibrierkurve wurde die Nitritkonzentration berechnet. Die
Bezugsgrofie der Enzymaktivitdten ist das Frischgewicht, da die Anwesenheit von BSA im
Extraktionspuffer die Werte einer Proteinbestimmung verfilscht.
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3.5.4.3 Bestimmung der Nitritreduktase-AKktivitiit

Die Nitritreduktaseaktivitit wurde liber den Verbrauch von Nitrit, verglichen mit der Nullzeit,
bestimmt. Der Testansatz enthielt in 1 ml 64 mM KH,PO,, pH 7,5; 0,6 mM KNO,; 2,9 mM Me-
thylviologen (tdglich frisch angesetzt); 50 ul Na;N,O4 (50 mg/ml in 0,29 N NaHCO;, ganz frisch)
und max. 200 pl Rohenzymextrakt. Nach Vorinkubation bei 30 °C wurde die Reaktion durch
Zugabe des Natriumdithionits gestartet. Die Inkubation erfolgte bei 30 °C {iber 15 min. Danach
wurde die Reaktion abgestoppt, indem 50 ul der Testlosung in 950 ul aqua bidest pipettiert und
kréftig geschiittelt wurde. Die Nitritbestimmung erfolgte wie unter 3.5.4.2 beschrieben. Die
Linearitét der Enzymreaktion wurde wiederum in Vorversuchen sichergestellt.

3.5.5 Bestimmung der Glutathion-S-Transferase-Aktivitiit

3.5.5.1 Gewinnung des Rohenzymextraktes fiir GST-Aktivititsbestimmung

Die Untersuchung der GST-Aktivitdten wurde mit Rohenzymextrakt durchgefiihrt. Das bei —80 °C
tiefgefrorene Pflanzenmaterial wurde mit fliissigem Stickstoff zu einem feinen Pulver zermahlen
und anschlieBend in kalten Aufschlusspuffer (0,1 M KH,PO,/NaOH; pH 7.,8; 5 mM Na,-EDTA;
1 % PVPP; 0,5 % Triton X-100) aufgenommen.

Das Verhiltnis zwischen Pflanzenmaterial und AufschluBBpuffer war bei Zea mays und Pinus
sylvestris 1 : 8 (w/v) und bei Tropaeolum majus 1 : 40 (w/v). Dieser Ansatz wurde 60 s im
Ultraturrax unter Eiskiihlung homogenisiert und danach in einer vorgekiihlten Zentrifuge bei
10 000 U/min und 2 °C 45 min abzentrifugiert. Der erhaltene Uberstand wurde iiber einen
Schwarzbandfilter (589, Schleicher & Schuell) mittels Wasserstrahlpumpe filtriert, um noch
vorhandene Schwebeteilchen zu entfernen.

3.5.5.2 GST-Aktivititsbestimmung

Die Bestimmung der GST-Aktivitdit wurde nach der Methode von Harbig et al. (1974) durch-
gefiihrt. Die Bildung des bei der Reaktion entstehenden Konjugates wurde bei 340 nm mit Hilfe
eines temperierbaren Zweistrahlphotometers (UVIKON 923; BIO-TEK Kontron Instruments)
verfolgt. Der Testansatz enthielt 100 mM Phosphatpuffer nach SOERENSEN pH (6,4); 1 mM
CDNB in Ethanol und 1 mM Glutathion. Die Reaktion wurde durch Zugabe von Rohenzymextrakt
gestartet. Je nach Testansatz wurden 10 - 150 ul Enzymextrakt eingesetzt. Als Referenz diente ein
Testansatz, der statt des Enzymextraktes entsprechende Volumenanteile aqua bidest enthielt. Die
Extinktionszunahme wurde nach 30 s iiber 5 min bei 25 °C verfolgt.

Die Berechnung der GST-Aktivitat erfolgte nach folgender Formel:

AE/min x V [ml]
GST-Akt. [nkat/ml] =

exdxv[ml]x 60
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AE/min = Anderung der Extinktion pro Minute

V = Endvolumen des Testansatzes

& = Extinktionskoeffizient des Konjugates (9,6 x mM™" x cm™)
d = Schichtdicke der Kiivette

v = eingesetztes Extraktionsvolumen

3.5.6 Bestimmung der effektiven Quantenausbeute des PS II iiber die

Chlorophylifluoreszenz

Die Chlorophyllfluoreszenz ist eine hdufig angewendete Untersuchungsmethode zur Ermittlung der
Schadwirkung von Stressoren auf die Photosynthese (Maxwell & Johnson, 2000). Diese Methode
wurde schon erfolgreich zur Untersuchung subletaler Schiden von Schadstoffen am
photosynthetischen Apparat (Brack and Frank, 1998), zur allgemeinen Bestimmung der Vitalitét
und des Pflanzenstresses (Sutter, 2000; Rau, 2001)und auch bereits erfolgreich bei Untersuchungen
des Einflusses luftgetragener Schadstoffe (Schweitzer et al., 2000; Saitanis et al., 2001; Bortier et
al., 2001) eingesetzt.

Die Messung der Chlorophyllfluoreszenz erfolgte mit einem Puls-Amplituden-Modulations-
fluorometer (PAM-2000; Walz, Effeltrich). Es besteht aus drei Hauptkomponenten: der
Grundeinheit mit verschiedenen Lichtquellen, Detektoren und der Elektronikhardware, der Spezial-
fieberoptik 2010-F zur Verbindung der Pflanzenprobe mit der Grundeinheit und der Auswerte-
software DA-2000, die sich zur online-Berechnung der Daten auf einem externen PC befindet.

Der am héufigsten verwendete Parameter ist die Messung der Effizienz des PS II, also der
effektiven Quantenausbeute, der auch als Genty-Parameter oder Yield bekannt ist und sich aus
folgender Berechnung ergibt (Maxwell & Johnson, 2000):

Yield = (F,—F)/F, = AF/F,

F,= maximale Fluoreszenz dunkel adaptierter Reaktionszentren nach einem
Sattigungsblitz
F,=  Fluoreszenz dunkeladptierter Reaktionszentren.

Fiir die Ermittlung des Yield werden folgende Schritte automatisch vom PAM-2000 nacheinander
durchgefiihrt.

e Anschalten Messlicht.

e Messung von F; .

e Applizierung des Sattigungslichtblitzes.
e Messung von F,.

e Berechnung Yield.

e Speicherung der Daten.
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Die Messung der Chlorophyllfluoreszenz wurde bei den Begasungsversuchen mit Pinus sylvestris
durchgefiihrt. Mit Hilfe von Blattklammern (Leafclips) wurden die Nadeln 10 min dunkeladaptiert.
Die Leafclips wurden stets an der Nadelspitze befestigt, um eine Variation der Chlorophyllfluores-
zenz durch Vermessung unterschiedlicher Nadelsegmente zu verhindern. Pro Pflanze und Trieb
wurden je 5 Nadeln gemessen. Der Mittelwert berechnet sich aus allen gemessenen Werten der
4 Parallelpflanzen des jeweiligen Triebes, so dass sich ein Mittelwert aus insgesamt 20 Messwerten
ergibt.

3.5.7 Bestimmung der Pigmentgehalte

0,5 g tiefgefrorenes Pflanzenmaterial (—80°C) wurde mit einer Keramikschere grob zerkleinert, mit
6 ml 100 %igem Aceton versetzt und mittels Ultraturrax unter Eiskiihlung fiir 2 min homogenisiert.
Die Extraktion der Pigmente fand iiber 1,5 h bei Raumtemperatur statt. AnschlieBend wurden die
Proben iiber Schwarzbandfilter und Wasserstrahlpumpe abfiltriert und so lange mit Aceton
gewaschen, bis das Filtrat farblos war. Das resultierende Filtrat wurde mit Aceton bis auf eine
Gesamtmenge von 50 ml aufgefiillt und {iber Nacht im Dunkeln aufbewahrt. Die Absorption wurde
bei 470 nm, 662 nm und 645 nm am Spektralphotometer (CADAS, Dr. Lange) gemessen. Die
Berechnung der Pigmentgehalte erfolgte nach folgender Formel:

Chl a [ug/ml Extrakt]
Chl b [pg/ml Extrakt]

12,21 X E663 — 2,81 X E646
20,13 x Eg46 — 5,03 X Ege3

1000 x E479— 3,27 x Chla— 104 x Chl b

Carotinoide [pg/ml Extrakt]
229

3.5.8 Bestimmung der TCA-Gehalte von Nadelproben

Die Bestimmung der TCA-Gehalte in den Nadeln von Pinus sylvestris erfolgte im Umwelt-
forschungszentrum Leipzig-Halle in der Sektion Analytik unter der Leitung von Dr. Weissflog und
wurde nach der Methode von Weissflog et al. (1999) bestimmt. Dabei wurde die TCA bei 65 °C
thermisch zu Trichlormethan decarboxyliert und anschlieBend gaschromatographisch analysiert.
Die Analysen erfolgten an einem Hadspace sampler HP-7694 (Hewlett-Packard) und einem Gas-
chromatographen mit einem Elektroneneinfangdetektor (ECD) HP-589111 (Hewlett-Packard) unter
folgenden Bedingungen:

Probe 2,5¢gFG

Kapillare 1=25m; d = 0,32 mm; CP-SIL5CB; Schichtdicke = 5 um
Injector split, 250 °C

Detector ECD, 300 °C

Trigergas Stickstoff

Temperaturprogramm 35 °C (3 min) — 10 °C/min — 200 °C (1 min) — 30 °C/min
— 260 °C (3,5 min)
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3.6 Statistik und Fehlerberechnung

Die Bestimmung der Mittelwerte und Standardabweichungen der Analysendaten erfolgten mit
Hilfe des Tabellenkalkulationsprogrammes MS Excel 97.

Korrelationen wurden durch Berechnung des Korrelationskoeffizienten r mittels MS Excel 97
bestimmt. Damit kann bestimmt werden, in welchem MaB Anderungen zweier Variablen
miteinander verkniipft sind. Je ndher r an 1 liegt, desto enger ist der Zusammenhang zwischen den
zwei Variablen. r kann Werte zwischen —1 und +1 annehmen, wobei das Vorzeichen die Steigung
der Geraden beschreibt. Liegt ein gleichsinniger Zusammenhang vor, so ist r positiv, bei einer
gegensinnigen Korrelation ist r negativ (Bérlocher, 1999).

Zur Ermittlung signifikanter Unterschiede zwischen zwei Proben wurde der t-Test mit MS Excel
97 durchgefiihrt. Der dabei angegebene p-Wert wird als a-Wert, Signifikanzniveau oder Irrtums-
wahrscheinlichkeit bezeichnet. In der Biologie hat sich ein p-Wert von 0,05 durchgesetzt, d. h.
liefert der t-Test einen p-Wert < 0,05, so unterscheiden sich die Messwerte signifikant voneinander
(Bérlocher, 1999). Bei einem p-Wert < 0,01 liegt eine starke Signifikanz vor. Dieser Wert wird
herangezogen, wenn die Fehlerentscheidung schwerwiegende Folgen hitte. Bernoulli legte einen
Wert von 0,001 fest, liegt der erhaltene p-Wert unter dieser Grenze, so besteht eine hohe
Signifikanz.

Fiir einen Vergleich zwischen mehr als zwei Kennwerten wurde die Varianzanalyse (ANOVA) mit
KyPlot (Version 2) durchgefiihrt. Dabei wurde der F-Wert bestimmt, der sich aus dem Quotienten
der Versuchsfehler und dem Restfehler ergibt. Je hoher dieser Wert ist, desto grofer ist der Einfluss
der Behandlung auf die Messdaten (Béarlocher, 1999). Aus einer Tabelle mit kritischen F-Werten
und einem p-Wert = 0,05 wurde die Signifikanz abgeschétzt.

Bei dem Vergleich zwischen Belastung und Kontrolle wurde zunéchst aus allen Messwerten einer
Messreihe der Mittelwert und die Standardabweichung bestimmt. Aus diesen Mittelwerten wurde
die Belastung prozentual zur Kontrolle berechnet. Ein Prozentsatz tiber 100 % bedeutet eine Forde-
rung und unter 100 % eine Hemmung des jeweiligen Untersuchungsparameters. Zur Berechnung
der Abweichung des Wertes, bedingt durch die Standardabweichungen der zwei Messreihen, wurde
das Fehlerfortpflanzungsgesetz nach Gaufl angewendet (Bartsch, 1984). Die Fehlerfortpflanzung
gibt den Fehler an, der entsteht, wenn eine Grofle (rel. Hemmung) aus mehreren fehlerbehafteten
Messwerten berechnet wird.

Das Fehlerfortpflanzungsgesetz fiir zufdllige Fehler nach GauB lautet:

2
_ N9
Sy - VZ_;(@XVJ Sx

sy = Fehler der resultierenden Grof3e (in diesem Fall angegeben in %)
of . . .
8_ = partielle Ableitung der Funktion f(xi,.....,X,) nach x;
X

v

2 = Varianz der fehlerbehafteten Messgrofie

X
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Versuchsebene 1: Standardisierte Labortests

Um schnell und effizient eine Risikobewertung fiir 6kotoxikologisch relevante Stoffe durchfiihren
zu konnen und mogliche phytotoxische Effekte von bioaktiven Substanzen, Chemikalien und
Umweltproben zu ermitteln, bedarf es einfacher, reproduzierbarer und sensitiver Labortestsysteme.
Um die Umweltrelevanz von Xenobiotika abschéitzen zu konnen, wird vielfach der Einsatz von
Testbatterien gefordert (Rojickova-Patrotova et al. 1998; Maxam et al. 2000). Es sollte darauf
geachtet werden, dass Testsysteme verschiedener trophischer Ebenen und Organisationsstufen zum
Einsatz kommen.

Fiir die Finschédtzung des Wirkungspotentials von TCA und Na-TCA wurden 2 Biotests, der PTG-
Test und der ESIMA herangezogen, wobei der ESIMA mit 2 verschiedenen Testorganismen, der
Griinfuttererbse Pisum arvense und der Gartenkresse Lepidium sativum, durchgefiihrt wurde.

4.1.1 Ergebnisse des Pollenschlauchwachstumstests (PTG-Test)

Dieser Test wurde mit 3 verschiedenen Pollenchargen von Nicotiana sylvestris durchgefihrt, die
jeweils mindestens zwei mal wiederholt wurden. In der Abbildung 5 ist die Hemmung des
Pollenschlauchwachstums in Abhéngigkeit verschiedener TCA-Konzentrationen bei den drei
Pollenchargen dargestellt, wobei jeder Punkt die errechnete Hemmung gegeniiber der Kontrolle pro
Test darstellt. Bei jedem Test wurden immer mindestens 3 Parallelansétze fiir jede Konzentration
angesetzt. Alle drei Pollenchargen zeigen eine dhnliche Konzentrations-Wirkungskurve. Wéhrend
bei Pollen 11/00 schon bei einer TCA-Konzentration von 200 mg/1 iiber 20 % Hemmung ermittelt
werden konnte, ist dies bei den anderen zwei Pollen erst ab 300 mg/l moglich; Pollen 20/00 zeigt
bei geringen Konzentrationen sogar eine leichte Stimulierung des Pollenschlauchwachstums. Eine
90 %ige Hemmung wurde bei allen Pollen bei einer Konzentration von ca. 400 mg TCA/I erreicht.
Die Streuung zwischen den einzelnen Testdurchldufen ist bei einzelnen Konzentrationen zum Teil
groB3, besonders bei den niedrigen Konzentrationen. Der ermittelte Fehler schwankt zwischen 1 und
18 % und liegt nur bei Pollen 20/00 bei den niedrigen Konzentrationen zum Teil iiber 20 %. Die
berechneten ICso-Werte fiir TCA pro Test und Pollencharge sind in Tabelle 4 aufgelistet. Bei
Pollen 15/00 ist der errechnete ICso,-Wert nur eine Abschitzung, da fiir die lineare Interpolation
zwischen 20 %- und 80 %-Hemmungen infolge des steilen Anstiegs der Kurve keine Werte
vorliegen. Im Mittel ergibt sich ein ICs,-Wert von 318,1 £ 71,3 mg TCA/I, das entspricht einer
Molaritit von 1,94 mmol TCA.
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Abb. 6 Hemmung des Pollenschlauchwachstums nach 18-stiindiger Na-TCA-Belastung in
Abhéangigkeit von der TCA-Konzentration und von der Pollencharge mit 3 Testwiederholungen

(n =3 pro Test).

Tab. 4 berechnete 1Csp-Werte [mg/1] fiir Trichloressigsdure und Natriumtrichloressigsdure beim
Pollenschlauchwachstumstest in Abhéngigkeit von den Pollenchargen.

TCA Na-TCA
Pollencharge 11/00 [ 15/00 |20/00 [20/01
ICs-Werte 465,2 [276,8 [289,9 [3538,08

331,4 |215,3 |315,7 |3415,28

341,8 309,0
Mittelwert 379,5 (246 | 305,9 |3476,7
Standardabweichung | 74,5 [43,5 |13,4 |86

Fiir das Natriumsalz der Trichloressigsdure wurde der PTG-Test nur mit einer Pollencharge (20/01)

getestet. Im Vergleich zur Saure zeigt die Na-TCA erst ab 2,5 g/l eine signifikante Hemmung
(p < 0,05) des Pollenschlauchwachstums. Der errechnete ICso-Wert liegt bei 3 476 + 86 mg/I.
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4.1.2 Ergebnisse des SN-Stoffwechseltests (ESIMA)

Die Konzentrations-Wirkungsbeziehung fiir TCA und Na-TCA des ESIMA mit Pisum arvense sind
in der Abb. 7 graphisch dargestellt. Sie zeigt bei beiden Substanzen eine logarithmische Zunahme
der Hemmung. Eine Hemmung iiber 50 % konnte sowohl bei TCA, als auch bei Na-TCA nicht
ermittelt werden, wodurch eine exakte Berechnung des ICsp-Wertes nicht moglich ist. Anhand
einer Extrapolation sind ICsp- Werte fiir TCA von ca. 21 g/l und fiir Na-TCA von ca. 4 460 g/l zu
erwarten. Der Wert fiir Na-TCA ist nicht praxisrelevant, da die Loslichkeitsgrenze fiir Na-TCA im
wassrigen System bei 1 200 g/1 liegt.
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Abb.7 Hemmung der “NH,"-Inkorporation in Epikotylsegmente von Pisum sativum nach zwei
stiindiger Exposition mit TCA und Na-TCA in Abhéngigkeit von der Konzentration.

Bei dem ESIMA mit Lepidium sativum wurden sowohl die Konzentrations-Wirkungsbeziehung, als
auch der Einfluss der Expositionsszeit auf die Wirkung von TCA und Na-TCA untersucht.

Zunichst wurde die "N-Inkorporation ohne Belastung mit Schadstoffen iiber einen Zeitraum von
12 Stunden ermittelt. Dadurch wurde der Bereich der linearen Tracerinkorporation iiber diesem
Zeitraum gepriift und eine geeignete Expositionszeit festgesetzt. Wie in Abb. 8 dargestellt wird
deutlich, dass iiber 12 Stunden die '"N-Inkorporation in die Gesamtstickstofffraktion der Kresse-
pflanzen linear mit einem Anstieg von 0,24 at.-% exc. pro Stunde ansteigt (r = 0,99). Anhand
dieser Ergebnisse wurde flir weitere Tests eine optimale Expositionszeit von 5 Stunden festgelegt.
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Abb. 8 NH, -Inkorporation in den Spross von Lepidium sativum in Abhingigkeit von der
Expositionszeit (n = 5).

Fiir die Erstellung der Konzentrations-Wirkungskurve mit TCA (vgl. Abb. 9) wurden 9 verschie-
dene Konzentrationen zwischen 10 und 350 mg TCA/I getestet, wobei Konzentrationen bis 25 mg/1
keine signifikanten Wirkungen zeigten. Bei hoheren Konzentrationen steigt die Hemmung sprung-
haft an und erreicht bei 150 mg TCA/1 eine Hemmung der '*N-Inkorporation von iiber 88 %.

In Vergleich zu TCA zeigt Na-TCA im Konzentrationsbereich zwischen 25 und 2 000 mg/l eine
Forderung der ""N-Inkorporation gegeniiber der Kontrolle. Erst bei 5 g/l ist eine geringe Hemmung
von 21 % ersichtlich.
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Abb. 9 Hemmung der "NH,"- Inkorporation in den Spross von Lepidium sativum nach 5-stiindiger
Exposition mit TCA und Na-TCA in Abhédngigkeit von der Schadstoffkonzentration (n = 5).

Eine Berechnung des ICso-Wertes ist nur bei TCA moglich und wurde mit 63,38 mg/l ermittelt. Bei
Na-TCA wurde eine Hemmung {iber 50 % nicht erreicht. Die Extrapolation ergibt einen 1Cs,-Wert
von 17 271 g/, der wegen der Loslichkeitsgrenze (1 200 g/1) nicht praxisrelevant ist.
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Die zeitabhingige Wirkung von TCA und Na-TCA wurde mit einer TCA- bzw. Na-TCA-
Konzentration von 25 mg/l, die nach 5 Stunden noch keine Wirkung zeigte, durchgefiihrt. Die
Ergebnisse dazu sind in Abb. 10 dargestellt. Anhand dieser Graphik ldsst sich erkennen, dass bei
Na-TCA eine ldngere Inkubationszeit tiber 25 Stunden die Empfindlichkeit des Testsystems erhoht.
Fiir TCA kann erst nach 40 Stunden eine Erh6hung der Wirkung beobachtet werden.
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Abb.10 Hemmung der "“NH, -Inkorporation in den Spross von Lepidium sativum nach einer
Exposition von 25 mg/l TCA bzw. Na-TCA in Abhidngigkeit von der Expositionszeit (n = 5).

4.1.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

e Mit dem Pollen Tube Growth Test konnte ein ICso-Wert bei TCA von 318 mg/l und bei Na-
TCA von 3 476 mg/l ermittelt werden.

e Bei dem ESIMA mit Pisum arvense wurde sowohl bei TCA, als auch bei Na-TCA keine
50 %ige Hemmung der '"N-Inkorporation erreicht. Die extrapolierten ICs)-Werte liegen fiir
TCA bei 21 g/l und fiir Na-TCA bei 4 460 g/1, der jedoch nicht praxisrelevant ist.

e Mit dem ESIMA mit Lepidium sativum wurde bei TCA ein ICs,-Wert von 63 mg/l ermittelt.
Damit ist dieser verglichen mit den anderen beiden Testsystemen der sensitivste. Bei Na-
TCA konnte mit diesem Test keine Hemmung festgestellt werden. Die Extrapolation ergab

einen nicht praxisrelevanten ICso-Wert von 17 271 g/1.

e Die Expositionszeit hat einen entscheidenen Einfluss auf die Wirkung von TCA und Na-
TCA bei dem ESIMA mit Lepidium sativum.

4.1.4 Diskussion

Die Biotests liefern Basisinformationen, die zur Abschitzung des Gefdhrdungspotentials von
Stoffen dienen (Steinhduser & Hansen, 1992). Haufig werden toxikologische Kenngrofen, wie der
ICso-Wert, angegeben. Sie konnen jedoch nicht zur unmittelbaren Voraussage bestimmter Effekte
in der Umwelt herangezogen werden (Nusch 1993).
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Einfithrung PTG- Test und ESIMA

Die zwei verwendeten Biotests unterscheiden sich grundlegend voneinander. Der PTG-Test ist ein
in vitro Screening-Verfahren zur Bestimmung der Zytotoxizitit von Chemikalien und Umwelt-
proben (Kristen & Kappler 1995; Schiitirmann et al. 1996; Kristen et al. 1999). Als Messparameter
werden die Pollenkeimung und das Schlauchwachstum herangezogen. Pollenschliuche unter-
schiedlicher Samenpflanzen wurden schon seit lingerem zur Toxizitétsabschitzung herangezogen.
Durch die von Kappler & Kristen (1995) etablierte Methode zur photometrischen Quantifizierung
des Pollenschlauchwachstums iiber das Anféarben der Zellwénde mit Alcian blue ist dieser Test bei
geringem Aufwand schnell und effizient (Kristen et al., 2001).

Der ESIMA ist ein Phytotoxizititstest, der iiber die Hemmung des Einbaus von stabilisotop
markiertem Stickstoff eine Aussage zur Wirkung von Umweltproben oder Chemikalien auf den
Stickstoffstoffwechsel der Pflanze trifft. Getestet wird der Einfluss der Substanz auf die
metabolische Aktivitdt der Pflanze. Er wurde mit dem Testorganismus Pisum arvense ectabliert
(Jung et al., 1999). Mit der Gartenkresse Lepidium sativum wurde der Test im Hinblick auf den
Einsatz bei intakten Pflanzen weiterentwickelt. Dies hat den Vorteil, dass Aufnahmesysteme {iber
die Wurzel, Transport des Schadstoffes in den Pflanzen und Einfluss auf die Photosynthese in die
Wirkung einbezogen werden. Dies ist fiir ein Testsystem, das zur 6kotoxikologischen Bewertung
von Chemikalien und Umweltproben eingesetzt wird, wichtig. Der Einsatz dieser zwei Testsysteme
unterschied sich grundlegend von einander. Zum einen werden verschiedene Pflanzenarten
herangezogen, die individuell verschieden auf Schadstoffe reagieren. Zum anderen werden bei
Pisum arvense einheitliche Epikotylsegmente eingesetzt, wiahrend bei Lepidium sativum die ganze
Pflanze in diesen Test integriert ist. Aus diesem Grunde ist eine differenzierte Wirkung zwischen

den zwei Testsystemen zu erwarten.

Sowohl die Pollenschlduche von Nicotiana sylvestris als auch die Epikotylsegmente von Pisum
arvense besitzen keine Chloroplasten und dhneln in dieser Hinsicht dem tierischen Gewebe. Diese
nicht-griinen pflanzlichen Zellsysteme erdffnen die Mdglichkeit, die Anwendungsgebiete nicht nur
in die Okotoxikologie, sondern auch auf die Risikoabschitzung im humantoxikologischen Bereich
auszudehnen. In der europdischen COLIPA-Studie, die von der kosmetischen Industrie initiiert
wurde, wurden mehrere in vitro Testverfahren zur Risikoabschitzung im Hinblick auf Alternativ-
methoden zu tierischen Testsystemen evaluiert. Die Ergebnisse zeigten, dass der PTG-Test
vergleichbare Ergebnisse gegeniiber dem Kaninchenaugen-Irritationstest liefert, der in dieser
Studie zur Auswertung herangezogen wurde (Kristen et al., 1999). Anhand des Resultates kann der
PTG-Test als mogliche Alternative zu tierischen Testsystemen diskutiert werden (Kristen et al.,
2001). Der ESIMA wurde auf dieser Ebene noch nicht evaluiert, besitzt jedoch ein vergleichbares
Potential.

Ausgehend von der grundlegenden Verschiedenheit dieser zwei Testsysteme sind die gewonnenen
Ergebnisse differenziert zu betrachten.
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ICso-Werte im Vergleich zu Literaturangaben

Mit dem PTG-Test wurden umfangreiche Untersuchungen durchgefiihrt und ein statistisch
abgesicherter 1Cso-Wert fiir TCA und Na-TCA ermittelt, wohingegen die Berechnung eines 1Csy-
Wertes beim ESIMA mit Pisum arvense nicht moglich war, weil eine 50 %ige Hemmung nicht
erreicht wurde. Beim ESIMA mit Lepidium sativum konnte nur bei TCA der ICsp-Wert berechnet
werden. In der Tab. 5 sind die Ergebnisse von TCA mit in der Literatur bekannten Angaben
vergleichend aufgelistet. Anhand dieser Tabelle wird deutlich, dass die ermittelten toxikologischen
KenngréBen stark vom Testorganismus und der Applikationsdauer abhéngig sind. Auch ist darauf
hinzuweisen, dass ein LCso-Wert nicht unmittelbar mit einem ICs,- oder ECso-Wert zu vergleichen
ist, da bei dem LCso-Wert (lethal concentration) die Letalitdt als Wirkkriterium angesehen wird,
wihrend bei den anderen beiden Werten Verdnderungen anderer, nicht letaler, Wirkungskriterien
(z. B. Schwimmunfihigkeit) bzw. die Inhibition eines Parameters untersucht wird. Die in dieser
Arbeit mit dem ESIMA mit Lepidium sativum ermittelten 1Cso-Werte liegen hinsichtlich der
GroBenordnung im Bereich des LCso-Wertes der Bohnenzellkultur. Diese Werte kdnnen jedoch
nicht direkt verglichen werden, da beim Zellkulturtest der Schadstoff {iber 14 Tage einwirkt,
wihrend es beim ESIMA nur 5 Stunden sind. AuBerdem werden beim '“N-Stoffwechseltest non-
latale Effekte herangezogen. Aus diesem Grunde ist der ESIMA mit Lepidium sativum gegeniiber
dem Bohnenzellkulturtest empfindlicher und schneller. Die ECs,-Werte anderer terrestrischer
Pflanzen, die in der Tabelle 5 aufgelistet sind, liegen zwischen 0,12 mg/kg Boden und 23 mg/kg
Boden und sind, verglichen mit dem ESIMA mit Lepidium sativum, niedriger. Diese Testsysteme
zeigen zwar eine deutlich hohere Empfindlichkeit, die Testdauer erstreckt sich jedoch tliber mehrere
Tage. Ein direkter Vergleich der ECso-Werte von Lepidium sativum und den anderen terrestrischen
Pflanzen ist nicht mdglich, da Applikationsdauer, Testmedium und Testorganismus verschieden
sind. Der mit dem PTG-Test ermittelte ICs-Wert liegt im Bereich der Bakterientoxizitit. In
fritheren Untersuchungen zum Einfluss von TCA auf die Stickstoffaufnahme bei Lemna minor
konnten keine Effekte beobachtet werden. Die getesteten Konzentrationen lagen jedoch im Bereich
zwischen 0,05 und 0,8 mg/l und waren wesentlich geringer, als die in dieser Arbeit getesteten
Konzentrationen (Hafner et al., 2000).

Der Einfluss der Expositionsdauer auf die Toxizitdt von TCA und Na-TCA wurde beim ESIMA
mit Lepidium sativum getestet. Dabei konnte eine Zunahme der Hemmung der °N-Inkorporation in
die Pflanzen mit zunehmender Expositionszeit ermittelt werden, die besonders bei Na-TCA
deutlich wurde.
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Tab. 5 Wirkung von TCA in unterschiedlichen Testsystemen

Organismus Parameter Wert Literatur

Hafer ECs <1-23 Regelmann et al. (1999)

(Avena sativa) (Wachstum, 14 Tage) mg/kg

Weizen ECs 1,46 mg/kg |Regelmann et al. (1999)

(Tritium aestivum) | (Wachstum, 15 Tage)

Kiefer ECs 0,12 mg/kg |Regelmann et al. (1999)
(Wachstum, 60 Tage)

Wasserfloh ECs 2000 mg/1 | SIDS (1997)

(Daphnia magna) (Schwimmunfahigkeit, 48 h)

Bakterientoxizitit ECs 200 mg/1 EG-Sicherheitsdatenblatt

(1999)

Goldorfe LCs 1000 mg/l | EG-Sicherheitsdatenblatt

(Fischtoxizitét) (48 h) (1999)

Bohnenzellkultur LCs 100 mg/1 Frank et al. (1994)
(Wachstum, 14 d)

Tabakpollen ICsq 318 mg/l

(Nicotiana (Keimung, Wachstum, 18 h)

sylvestris)

Gartenkresse ICs 63,4 mg/l

(Lepidium sativum) | (NH4 -Aufnahme, Sh)

Erbsenkeimlinge ICs >1200 mg/1

(Pisum arvense) (NH,""-Aufnahme, 2h)

Unterschiede zwischen TCA und Na-TCA

Die Ergebnisse der Biotests zeigen einen deutlichen Unterschied in der Wirkung zwischen TCA
und Na-TCA. Dies kann verschiedene Ursachen haben. Unterschiede in der Aufnahme und der
Bioverfligbarkeit in der Zelle konnen zu differenzierten Wirkungen fiihren (Escher et al., 1997).
Bei hohen Konzentrationen weist die TCA-Losung einen stark sauren pH-Wert auf. Inwieweit die
Testmedien in der Lage sind, den pH-Wert abzupuffern, ist im Anhang aus Tabelle 6 zu
entnehmen. Aus dieser Tabelle ist erkennbar, dass das PTG-Medium die stirkste Pufferkapazitit
aufweist. Bei hohen Konzentrationen kann der pH-Wert-Abfall die Ursache fiir die beobachtete
Wirkung sein. Bei geringen Konzentrationen kann eine leichte Absenkung des pH-Wertes die
Wirkung von TCA noch verstirken und die groBen Differenzen zwischen TCA und Na-TCA

54



Ergebnisse und Diskussion

hervorrufen. In der Literatur wird ebenfalls ein Unterschied in der Wirkung der zwei Substanzen
beschrieben. Bringmann & Kiithn (1982) ermittelten einen ECs-Wert mit Daphnia magna
(Schwimmunfihigkeit) bei 24 h Inkubationszeit fiir TCA von 110 mg/l und fir Na-TCA von
8 370 mg/1.

Eine Vorraussetzung fiir die biologische Wirksamkeit eines Schadstoffes ist die Bioverfiigbarkeit
am Wirkungsort (Escher et al. 1997). Bei Lepidium sativum werden die Schadstoffe iiber die
Wourzel appliziert, sie miissen also im Wasser gelost sein, von der Wurzel aufgenommen und in den
Symplasten transportiert werden. TCA und Na-TCA sind sehr gut wasserloslich. Eine Aufnahme
von TCA iiber die Wurzel wurde in der Literatur schon mehrfach bestétigt (Pliimacher und
Schréter 1994; Schroll et al. 1994; Sutinen et al. 1995, Matucha et al., 2001; Hafner et al. 2002a).
Inwieweit sich die beiden Schadstoffe hinsichtlich ihrer Wurzelaufnahme unterscheiden, ist nicht
bekannt. Die ermittelten Ergebnisse des ESIMA zeigten groBe Unterschiede zwischen den
Epikotylsegmenten von Pisum arvense und der Wurzelapplikation mit Lepidium sativum. Wéhrend
bei dem Test mit Pisum arvense bei beiden Schadstoffen keine 50 %ige Hemmung erreicht werden
konnte, wurde bei dem Test mit Lepidium sativum bei TCA ein ICso-Wert von 63 mg/l errechnet
und bei Na-TCA keine signifikante Hemmung erreicht. Der Aufnahmepfad des Testsystems spielt
in der Wirkung von TCA eine wesentliche Rolle.

Vergleich der Testsysteme

Werden die Ergebnisse der drei in dieser Arbeit durchgefiihrten Testsysteme verglichen, so fallt
auf, dass der neu entwickelte ESIMA mit Lepidium sativum bei TCA am sensitivsten ist. Er zeigt
schon bei geringeren Konzentrationen eine Hemmung. Der ESIMA mit Pisum arvense hingegen ist
unempfindlich gegeniiber TCA und Na-TCA. Der PTG-Test reagiert bei TCA auch sensitiv, bei
Na-TCA jedoch spricht er erst bei hohen Konzentrationen an.

In Tab. 6 sind die drei Testsysteme beziiglich einiger Parameter nochmals vergleichend aufgelistet.
Alle drei Tests sind in ihrer Handhabung einfach und schnell erlernbar. In ihrer Sensitivitit
gegeniibber TCA und Na-TCA differieren sie. Beim Pollenschlauchwachstumstest ist keine
Pflanzenanzucht unmittelbar vor Versuchsbeginn notwendig, da der benétigte Pollen léngere Zeit
bei —18 °C lagerbar ist. Bei den anderen Tests hingegen ist eine Pflanzenanzucht {iber mehrere
Tage notwendig.
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Tab. 6 Gegeniiberstellung der verwendeten Testsysteme fiir TCA und Na-TCA

PTG-Test ESIMA mit ESIMA mit
Pisum arvense Lepidium sativum

Testobjekt Pollen Epikotylsegmente | Pflanzen

Nicotiana sylvestris Pisum arvense Lepidium sativum
Anzucht unmittelbar vor Versuchs- |6 Tage 5 Tage

beginn nicht notwendig
Vorbereitungszeit ca.1h ca.2h ca.1h
Inkubationszeit 18 h 2h 5h
Testparameter Wachstum "N-Inkorporation | '°N-Inkorporation
Handhabung einfach einfach einfach
Testmaterial [ml] 0,1 mindestens 10 mindestens 10
Sensitivitit bei TCA hoch gering hoch
Senstitvitit bei Na-TCA | gering gering gering
Etablierung ja ja neu entwickelt
Reproduzierbarkeit gut etwas schlechter | etwas schlechter

Die ermittelten 1Cso-Werte liegen iiber dem 10 000- bis 100 000-fachen Wert, der in Oberflachen-
gewissern gemessenen TCA-Konzentrationen (Pliimacher & Renner, 1993; Frank et al., 1995;
Miiller et al., 1996; Klein, 1997; Rompp et al., 2001; Mc Culloch, 2002). Selbst wenn davon
ausgegangen werden kann, dass eine Aufkonzentrierung von Schadstoffen in Pflanzen stattfindet,

so ist es doch unwahrscheinlich, dass solche im Biotest wirksamen hohen Konzentrationen in der
Natur relevant sind (Natangelo et. al., 1999).
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4.2 Versuchsebene 2: Kontrollierte Exposition

4.2.1 Atmosphirische TCA-Belastung unterschiedlicher Photosynthese-
typen

Bei diesen Begasungsversuchen sollte gekliart werden, ob es generelle Unterschiede zwischen
C;- und C4-Pflanzen hinsichtlich der Wirkung atmosphédrischer TCA gibt. Dazu wurde als
Cs-Modellpflanze die Kapuzinerkresse (Tropaeolum majus L.) und als C,-Pflanze der Mais (Zea
mays L.) herangezogen. Die Begasung erfolgte {iber 4 Tage und wurde mit unterschiedlichen
Konzentrationen mehrmals wiederholt, um eine konzentrationsabhingige Wirkung zu erfassen. Die
Konzentrationen lagen in einem Bereich zwischen 194 pg/m’ und 0,16 ng/m’. Parallel wurden
Expositionsexperimente ohne Schadstoff in der Kontrollkammer durchgefiihrt. Um Kammereffekte
auszuschliefen, erfolgten ebenfalls Begasungsversuche ohne Schadstoff in der Applikations-
kammer. Unmittelbar an jede Exposition schloss sich die Tracergabe liber 6 Stunden an. Als
Wirkungsparameter wurden die Zunahme der Pflanzenhohe, der Gesamtstickstoffgehalt, die
"N-Inkorporation in Protein- und Nichtproteinfraktion, das '*N-Isotopenmuster einzelner Amino-
sduren der 16slichen Proteinfraktion, der Gehalt an 16slichen Proteinen, die Enzymaktivititen der
Nitrit- und Nitratreduktase und die Aktivitit der Glutathion-S-Transferase ausgewertet.

4.2.1.1 Pflanzenwachstum und Vitalitit

Ergebnisse

Da in der élteren Literatur mehrfach erwdhnt wurde, dass TCA einen Einfluss auf das
Pflanzenwachstum ausiibt, wurde die Pflanzenhéhe vor und nach der Begasung ermittelt und die
Differenz als Zuwachs wahrend der 4-tdgigen Begasung angegeben. Der Zuwachs innerhalb dieser
4 Tage ist bei Zea mays mit 13 - 21 cm sehr hoch und auf die optimalen Wachstumsbedingungen in
der Expositionskammer zuriickzufithren (Tab. 7). Ein Unterschied zwischen Kontrolle und
Belastung ist nicht ersichtlich, lediglich bei der hochsten Konzentration tritt eine minimale, nicht
signifikante Wachstumsforderung auf, die einen Dosis-Wirkungszusammenhang vermuten lasst.
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Tab. 7 Zunahme der Pflanzenhohe von Zea mays wihrend einer 4-tdgigen atmosphérischen
Belastung mit TCA unterschiedlicher Konzentrationen (n = 21).

TCA-Konzentration
[ng/m’]

Kontrolle [cm]

Belastung [cm]

rel. Anderung [%]

194 17,8 £2,7 18,6 £2,8 +4,5
16 13,6 £2,0 13,5+1,1 -0,7
2,3 20,8+4,2 21,0+ 3,5 +0,9
0,196 13,6 £2,0 13,5+ 1,1 -0,7
0,021 13,6 £2,1 13,5+1,2 -0,7

Bei Tropaeolum majus ist der Zuwachs wesentlich geringer (Tab. 8). Bei 1,5 und 0,16 ng/m’ ist
tendenziell ein starkeres Pflanzenwachstum ersichtlich, aber ein signifikanter Unterschied zwischen
Kontrolle und Belastung ftritt nicht auf, wie auch kein linearer Dosis-Wirkungszusammenhang
erkennbar ist.

Tab. 8 Zunahme der Pflanzenhéhe von Tropaeolum majus wihrend einer 4-tigigen
atmosphérischen Belastung mit TCA unterschiedlicher Konzentrationen (n = 25).

TCA-Konzentration
[ng/m’]

Kontrolle [cm]

Belastung [cm]

rel. Anderung [%]

2300 2,2+0,9 2,6 1,1 +18,2
130 1,6 £ 1,1 1,3+1,2 -18,8
17 33+13 2,7+1,1 -18,2
1,5 1,5+0,7 1,8+ 0,9 +20,0
0,16 1,3+0,8 1,5+1,2 +15,4

Zur Einschétzung des allgemeinen Vitalititszustandes der Pflanzen wurde der Gehalt der 16slichen
Proteine bestimmt. Die Ergebnisse sind in Abb. 11 dargestellt. Verglichen mit Tropaeolum majus
weist Zea mays wesentlich hohere Gehalte an 16slichen Proteinen auf. Tendenziell ist bei
Tropaeolum majus bei den beiden untersuchten Konzentrationen eine leichte Erh6hung des Prote-
ingehaltes durch die TCA-Belastung um 11,3 % (0,017 pg TCA/m’) und 4,0 % (2,3 ug TCA/m’)
sichtbar. Eine solche Erhdhung ist bei Zea mays um 28 % bei 2 pg TCA/m® ebenfalls vorhanden,
bei 200 pg TCA/m’ tritt dagegen eine leichte Hemmung (8,8 %) auf. Die ermittelten Unterschiede
weisen keine Signifikanz auf.
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Tropaeolum majus

LP [mg/g FG]

0,017 2,3

TCA-Konzentration [ pg/mS]
@ Kontrolle

30 Zea mays W Belastung
25 -
20 -
15 -
10

LP [mg/g FG]

2,3 194

TCA-Konzentration | pg/mS]

Abb. 11 Gehalt an 16slichen Proteinen in den Bléttern von Zea mays und Tropaeolum majus in
Abhingigkeit von der TCA-Konzentration im Vergleich zur Kontrolle (n = 4).

Diskussion

Ein signifikant verdndertes Wachstumsverhalten konnte durch atmosphéirische TCA-Belastungen
bei Zea mays und Tropaeolum majus nicht beobachtet werden. Die Angaben in der Literatur sind
hinsichtlich dieses Parameters unterschiedlich. In der é&lteren Literatur wird bei hoheren TCA-
Konzentrationen im Wurzelraum eine Hemmung des Wachstums, hauptséchlich bei Wurzel und
Spross von Keimlingen beobachtet (Zottel, 1953; Mayer, 1957). Mayer konnte bei geringen
Konzentration (16 mg/l) eine Wachstumsstimulierung beim Spross um 20 % und bei der Wurzel
um 50 % beobachten. Die TCA wurde wegen der wachstumsstimulierenden Wirkung auch als
auxindhnlicher Phytoeffektor angesehen (Hudson & Roberts, 1989). In anderen Studien konnte
dieser Effekt nicht bestitigt werden (BUA, 1996). Zahlreiche Untersuchungen hinsichtlich
Wachstumsrate und Pflanzengewicht zeigten auch bei Konzentrationen im mg-Bereich bereits
deutliche Hemmungen. Ergebnisse hinsichtlich des Pflanzenwachstums bei der Belastung mit
atmosphérischer TCA sind bislang nicht bekannt. Die in dieser Arbeit applizierten TCA-
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Konzentrationen sind sehr gering, so dass sie vermutlich akut keinen Einfluss auf das Langen-
wachstum ausiiben konnen.

Durch den Einsatz als Herbizid und den zahlreich beobachteten Schadsymptomen nach TCA-
Applikation (Ashton & Crafts, 1982; Kolbe & Schiitte, 1982) kann davon ausgegangen werden,
dass TCA in hoheren Konzentrationen in den Pflanzen eine verminderte Vitalitdt hervorruft, die
sich an einem geringeren Gehalt 16slicher Proteine zeigt. Ein signifikanter Einfluss umwelt-
relevanter bzw. subakuter atmosphérischer TCA-Konzentrationen auf die Vitalitdt von Zea mays
und Tropaeolum majus wurde nicht festgestellt. Eine geringe Erniedrigung des Proteingehaltes ist
nur bei 200 pg TCA/m® bei Zea mays sichtbar. Die Erhohung des Gehaltes an 16slichen Proteinen
bei der geringeren TCA-Konzentration kann moglicherweise auf eine erhohte Expression
verschiedener Stress- und Schutzproteine zuriickgefiihrt werden.

4.2.1.2. Stickstoffmetabolismus

Um diesen Paramter zu untersuchen, wurden sowohl die '"N-Tracertechnik, als auch enzymatische
Untersuchungen der Nitrat- und Nitritreduktase als wichtige Schliisselenzyme der Nitratassimila-
tion, herangezogen. Der ""N-Einbau wurde sowohl in die Gesamtstickstofffraktion, in die Nicht-
protein- und die Proteinfraktion, als auch in einzelne Aminosduren der 16slichen Proteinfraktion
analysiert. Der Stickstoffstoffwechsel spielt im pflanzlichen Metabolismus eine zentrale Rolle.
Eine Storung auf dieser Ebene hat weitreichende Verdanderungen in der gesamten Pflanze zur Folge
und jede Schiadigung (z. B. verdndertes Wachstum und Stress) spiegelt sich im Stickstoffmeta-
bolismus als Grundstoffwechsel der Pflanze wider. Mit Hilfe dieser Untersuchungen sollen kausale
Zusammenhénge zwischen dem Photosynthesetyp bzw. der Pflanzenart und der Empfindlichkeit
gegeniiber luftgetragener TCA aufgeklart werden.

Ergebnisse

Gesamtstickstoff

Der Gesamtstickstoffgehalt der Zea mays Pflanzen betrug, bezogen auf das Frischgewicht unab-
hiangig von der Begasungskonzentration unter den gegebenen Pflanzenanzuchtsbedingungen,
durchschnittlich 0,41 %, wéhrend bei Tropaeolum majus der Stickstoffgehalt mit 0,71 % hoher lag.
Der relative N-Gehalt der mit TCA belasteten Pflanzen, bezogen auf die Kontrolle, variiert bei Zea
mays zwischen 96 % und 118 % und liegt im Schnitt bei 104 %. Auch bei Tropaeolum majus
konnten dhnliche Werte berechnet werden, die zwischen 93 % und 112 % liegen. In der Abbildung
12 sind die Ergebnisse des relativen N-Gehaltes und der relativen ’N-Inkorporation dargestellt. Es
lasst sich erkennen, dass sich der Gesamtstickstoffgehalt durch die Applikation unterschiedlicher
TCA-Konzentrationen nicht signifikant ndert, die '"N-Inkorporationsraten hingegen sind von der
TCA-Konzentration abhédngig. Ein Unterschied zwischen den zwei Pflanzenarten ist ebenfalls
ersichtlich. Bei Zea mays kommt es bei den geringeren Konzentrationen (0,002 - 0,196 pg/m®) zu
einer Forderung (bis 50 %) und bei den héheren (194 pg/m’) zu einer Hemmung (bis 20 %) der
N-Inkorporation, wihrend bei Tropaeolum majus die behandelten Pflanzen bei jeder untersuchten
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TCA-Konzentration signifikant geringere '*N-Inkorporationen aufweisen. Die Hemmungen liegen
zwischen 30 % und 79 %, wobei ein linearer Zusammenhang zwischen TCA-Konzentration und
Hemmung der ’N-Inkorporation nicht vorliegt. Lediglich bei der geringsten Konzentration ist auch
die geringste Hemmung erkennbar.

Nichtprotein- und Proteinfraktion

Eine Trennung in die Nichtprotein- und Proteinfraktion ermdglicht die Untersuchung der Protein-
biosynthese. Die Ergebnisse spiegeln die Tendenz, die in der Gesamtstickstofffraktion ersichtlich
wurde, bei beiden Pflanzen im wesentlichen wider. Im Vergleich zwischen Protein- und NPN-
Fraktion wird deutlich, dal bei den Zea mays Pflanzen die Proteinfraktion bei jeder TCA-
Konzentration hohere relative Inkorporationsraten gegeniiber der Kontrolle aufweist als die NPN-
Fraktion. Diese hoheren Inkorporationsraten sind nur als Trend ersichtlich, signifikante
Unterschiede zwischen Protein- und Nichtproteinfraktionen bestehen nicht. Im Gegensatz dazu ist
diese Tendenz bei Tropaeolum majus nicht vorhanden.
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Abb. 12 Relativer Stickstoffgehalt und relative '"NO;™-Inkorporation [% der Kontrolle] in die
Blatter von Zea mays und Tropaeolum majus in Abhéngigkeit von der applizierten
atmosphérischen TCA-Konzentration (n = 5; ** p <0,01; *** p <0,001).
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Abb. 13 Relative ’NO;-Inkorporation [% der Kontrolle] in die Protein- und Nichtproteinfraktion

der Blitter von Zea mays und Tropaeolum majus in Abhdngigkeit von der applizierten
atmosphérischen TCA-Konzentration (n = 5; * p <0,05; **p <0,01; *** p < 0,001 ).
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Aminosiuren

Die ""N-Isotopenhiufigkeiten einzelner Aminosiuren der loslichen Proteinfraktion wurden bei
beiden Pflanzenarten bei der jeweils geringsten TCA-Konzentration (Zea mays: 2 ng/m’;
Tropaeolum majus: 0,16 ng/m’) analysiert. Freie AS konnten auf diese Weise nicht untersucht
werden, da die Menge des Pflanzenmaterials, das dazu benotigt wiirde, nicht zur Verfligung stand.
Es kann jedoch angenommen werden, dass sich das "N/'*N-Verhiltnis der freien AS in den
16slichen Proteinen widerspiegelt.

Fir die Analyse wurden jeweils 3 Pflanzen zu einer Mischprobe vereinigt. Die Standard-
abweichungen ergeben sich aus der Analyse von mindestens 2 unabhingigen Mischproben. Es
konnten insgesamt folgende 11 proteinogenen Aminosduren in jeder Pflanzenart und in jeder Probe
analysiert werden: Alanin, Glycin, Threonin, Valin, Leucin, Isoleucin, Prolin, Aspartat/Asparagin,
Glutamat/Glutamin, Phenylalanin, Tyrosin. Bei Zea mays konnte zusitzlich Serin und bei
Tropaeolum majus Methionin bestimmt werden. Abb. 14 stellt die Ergebnisse graphisch dar. Im
Gegensatz zu Tropaeolum majus lag bei Zea mays Methionin unterhalb der Detektionsgrenze,
wihrend bei der Tropaeolum majus Serin nicht detektierbar war. Durch die Hydrolyse und der
Derivatisierung kann zwischen den Amiden und den Sduren von Glutamin bzw. Asparagin nicht
mehr unterschieden werden. Sie eluieren gleichzeitig und kdnnen nicht separat detektiert werden.
Tryptophan, Methionin und Histidin bilden bei der Derivatisierungsmethode Nebenprodukte und
konnen unterhalb der Detektionsgrenze liegen. Arginin wird nicht vollstindig derivatisiert und
kann nicht bestimmt werden (Hofmann et al. eingereicht). Die Aminoséuren Cystein und Lysin
lagen bei diesen Proben ebenfalls unterhalb der Detektionsgrenze.
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Abb. 14 “N-Inkorporation in einzelne Aminosduren der 16slichen Proteine der Blitter von Zea
mays und Tropaeolum majus nach einer 4-tdgigen atmosphirischen TCA-Belastung mit 2 ng/m’
(Zea mays) bzw. 0,16 ng/m’ (Tropaeolum majus) und einer anschlieBenden Tracerinkorporations-
zeit von 7 Stunden im Vergleich zur Kontrolle (n = 2).

Die Ergebnisse der *N-Hiufigkeiten spiegeln in den AS das Verhiltnis zwischen Kontrolle und

Belastung, welches in der Gesamtproteinfraktion gefunden wurde, im wesentlichen wider. Bei Zea

mays wurden bei allen analysierten Aminoséuren bis zu 100 % hohere "N-Einbauraten durch die

TCA-Belastung festgestellt. Diese Steigung der Inkorporationsraten ist im Gegensatz zur

Gesamtproteinfraktion, die nur 47 % aufweist, wesentlich groBer. Die Aminoséure Valin erfahrt im

Vergleich zu der Kontrolle mit 140 % die stérkste Forderung. Alle anderen Aminoséuren liegen im
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Bereich zwischen 90 % und 115 %. Folgende Reihenfolge wurde, beginnend mit der geringsten
Forderung, ermittelt: Ile (89 %), Leu (91 %), Asp (91 %), Glu (94 %), Ala (96 %), Phe (100 %),
Gly (103 %), Ser (105 %), Tyr (107 %), Pro (112 %), Thr (116 %), Val (140 %). Generell kénnen
bei beiden Pflanzenarten keine signifikanten Unterschiede im relativen '“N-Einbau (% der
Kontrolle) zwischen den einzelnen AS gefunden werden. Die hochsten absoluten '“N-
Inkorporationen weisen die AS Glutamin/Glutamat und Alanin und die geringsten die AS Prolin,
Tyrosin und Valin auf. Eine Korrelation zwischen Hohe der absoluten '"N-Inkorporation und
relativem Verhéltnis zwischen Kontrolle und TCA-Applikation besteht nicht. Im Vergleich zu Zea
mays kommt es bei Tropaeolum majus bis auf Tyrosin bei allen AS zu einer Hemmung der °N-
Inkorporation. Bei dieser Pflanzenart wurde folgende Reihenfolge, beginnend mit der geringsten
Hemmung, ermittelt: Tyr (103 %), Asp (75 %), Phe (73 %), Val (72,2 %) Glu (72,1 %), Thr
(72,0 %), Pro (71,4 %), lle (71,2 %), Ala (71 %), Leu (70 %), Gly (69 %), Met (67 %). Ebenso wie
bei Zea mays sind die hchsten "N-Inkorporationen bei den AS Glutamin/Glutamat und Alanin zu
sehen. Die geringsten Anreicherungen bei dieser Pflanze sind bei Lysin, Tyrosin und Threonin
sichtbar.

Nitrat- und Nitritreduktase

Die Bestimmung der Nitritreduktase-Aktivitdt war bei beiden Pflanzenarten moglich, wéhrend die
Nitratreduktase nur bei Zea mays mit der verwendeten Methode charakterisierbar war. Bei jeder
Pflanzenart wurden die Enzymaktivititen bei einer geringen (Zea mays 2,3 pug TCA/m’,
Tropaeolum majus 0,017pg TCA/m®) und einer hohen TCA-Belastung (Zea mays 194 pg TCA/m’,
Tropaeolum majus 2,3 pg TCA/m’) gemessen. Die Ergebnisse der Nitritreduktase-Aktivitit von
Zea mays und Tropaeolum majus sind in Abb. 15 graphisch dargestellt. Es ist daraus ersichtlich,
dass die Aktivititen bei Zea mays wesentlich groBer sind, als bei Tropaeolum majus. Durch die
TCA-Belastung kommt es bei beiden Pflanzenarten weder bei der geringen, noch bei der hohen
Konzentration zu einer signifikanten Verdnderung. Tendenziell ist zu erkennen, dass die
Enzymaktivititen unter TCA-Einfluss leicht gehemmt werden. Die Hemmung ist bei der hohen
TCA-Konzentration groBer, als bei der geringen. Die Enzymaktivitdt der Nitratreduktase bei Zea
mays liegt im Bereich zwischen 0,89 und 1,6 nkat/g FG. Bei diesem Enzym ist der hemmende
Einfluss der TCA etwas deutlicher, jedoch nicht signifikant. Die Hemmung betrigt bei 2 ug
TCA/m’ 78 % und bei 200 pg TCA/m* 73 %.
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Abb. 15 Aktivititen der Nitritreduktase in Blittern von Zea mays und Tropaeolum majus nach
einer 4-tdgigen atmosphérischen TCA-Belastung in Abhdngigkeit von der TCA-Konzentration im
Vergleich zur Kontrolle (n = 4).

67



Ergebnisse und Diskussion

2,0
1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8 -
0,6
0,4 1
0,2
0,0

Zea mays O Kontrolle

B Belastung

NR [nkat/g FG]

2,3 194

TCA-Konzentration [ pg/m3]

Abb. 16 Aktivititen der Nitratreduktase in Blittern von Zea mays nach einer 4-tigigen
atmosphéarischen TCA-Belastung in Abhéngigkeit von der TCA-Konzentration im Vergleich zur
Kontrolle (n = 4).

Diskussion

Pflanzen sind in der Lage, atmosphéarisch getragene TCA {iber die Bldtter (Frank et al., 1991;
Sutinen et al., 1995; Schroll et al., 1995) und nach Auswaschung und Eintrag in den Boden {iber
die Wurzeln (Pliimacher & Schréter, 1994; Schroll et al., 1995; Sutinen et al., 1995) aufzunehmen
(siche Kap. 2.1.5). Die Wurzelaufnahme wurde in dieser Arbeit durch Abdeckung der Gefal3e, in
denen sich die Pflanzen befanden, verhindert, so dass nur die Aufnahme {iber die Blétter erfolgen
konnte. Die Aufnahme von TCA iiber die Blatter ist jedoch hauptsdchlich von der stomatiren
Leitfahigkeit abhédngig, eine Aufnahme iiber die Kutikula spielt eine untergeordnete Rolle (Sutinen
et al., 1995). Durch die atmosphirische Schadstoffaufnahme kommt es zu einer Belastung und zu
einem Eingriff in den Stickstoffstoffwechsel der Pflanzen. Erhebliche Schiden (z. B. Wachstums-
storungen) konnen die Folge sein. Das Ausmall der Schidigung hédngt jedoch auch von der
Schadstofftoleranz ab, die zwischen den einzelnen Pflanzenspezies unterschiedlich sein kann
(Barnes et al., 1999). Es wird vermutet, dass die Schadstofftoleranz durch morphologische,
physiologische und biochemische Merkmale bestimmt wird. Fiir eine umfassende Einschidtzung des
Gefihrdungspotentials ist es daher notwendig, Pflanzen unterschiedlichen Stoffwechseltyps in die
Studien einzubeziehen.

Cs- und C4-Pflanzen unterscheiden sich hinsichtlich der CO,-Fixierung und weisen Unterschiede
hinsichtlich der Anatomie und Physiologie auf. Zum C;-Photosynthesetyp gehort der groBite Teil
der Landpflanzen. Das erste Produkt der CO,-Fixierung ist 3-Phosphoglycerat, eine C;-Carbon-
sdure. Die Reaktion von Ribulose-1,5-bisphosphat mit CO, zu zwei Molekiilen 3-Phosphoglycerat
wird von dem Enzym Ribulosebisphosphatcarboxylase/oxygenase (Rubisco) katalysiert, das jedoch
eine geringe Affinitit zu CO, besitzt und ebenso eine Oxygenierungsfunktion bei hoher
Sauerstoffrate ausiibt (Lodisch et al., 1996; Schlee, 1992). Bei diesem Prozess, der auch als
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Photorespiration bezeichnet wird, wird die Photosyntheserate gehemmt. Dies ist besonders bei
hohen Temperaturen der Fall. Der Verlust des primédr assimilierten Kohlenstoffes kann z.T.
zwischen 30 % und 50 % liegen (Schlee, 1992). Die C4-Pflanzen weisen hingegen eine raumlich
getrennte zweistufige Carboxylierung auf. In den Mesophyllzellen findet die CO,-Fixierung durch
das Enzym Phosphoenolpyruvatcarboxylase, das unempfindlich gegeniiber O, ist, statt. Das erste
Fixierungsprodukt ist Oxalacetat, eine Cs-Dicarbonsédure. Nach Umwandlung in Malat bzw.
Aspartat wird dieses in die Chloroplasten der GefaBbiindelscheidenzellen transportiert. Dort
befindet sich die Rubisco und andere Enzyme des Calvin-Cyclus (Lodisch et al., 1996). Der Cy-
Photosynthesetyp zeichnet sich unter anderem durch folgende Merkmale aus: hohe Nettophoto-
syntheserate mit gleichzeitig geringer Photorespiration, niedriger CO,-Kompensationspunkt, hohes
Temperaturoptimum (35 °C), hohe Effektivitit der Phosphoenolpyruvatcarboxylase und eine hohe
Wassereffektivitit. AuBerdem ist eine hohe Strahlungsintensitdt fiir eine hohe Lichtséttigung
erforderlich, da mehr ATP fiir die CO,-Assimilation benotigt wird (Schlee, 1992). Dieser
Photosynthesetyp stellt eine Anpassung an trockene und/oder heif3e Standorte dar.

Der Gaswechsel der Pflanzen findet hauptséchlich liber die Stomata statt. Die Rate des Gas-
austausches ist daher von dem stomatiren Diffusionswiderstand, d. h. von der Offnungsweite der
Stomata, abhiingig (Ziegler, 1995). C4-Pflanzen kommen mit einer geringeren Offnung der Stomata
aus, da sie einen geringeren CO,-Partialdruck bendtigen. Die Folge ist eine geringere Transpiration
und eine daraus resultierende geringere Aufnahme von Luftschadstoffen im Verhéltnis zu Cs-
Pflanzen. Durch die Kompartimentierung, die hohe Wassernutzungseffizienz und die geringere
Schadstoffaufnahme kann vermutet werden, dass die C,-Pflanzen eine hohere Schadgasresistenz

aufweisen.

Gesamtstickstoff

Eine Wirkung von Trichloressigsdure auf den Stickstoffmetabolismus ist in der &lteren Literatur
schon beschrieben. Durch TCA-Applikation von Zea mays Pflanzen {iber die Wurzel kommt es zu
einem verringerten Stickstoffeinbau, und die Syntheseleistung wird zunehmend gehemmt (Zéttel,
1953). Die Folge ist eine verminderte Wachstumsrate. Zottel (1953) kultivierte die Pflanzen in
einer Nahrlosung, die als Stickstoffquelle Nitrat enthielt. In der vorliegenden Arbeit, bei der durch
Begasung TCA atmosphirisch auf die Pflanzen einwirkte, konnte iiber die sensitive '*N-Tracer-
methode ebenfalls ein Einfluss des Herbizides auf den Stickstoffeinbau festgestellt werden.
Wihrend der Gehalt des Gesamtstickstoffes sich nicht wesentlich dndert, konnten anhand der "*N-
Haufigkeiten Verdnderungen der Stickstoffaufnahme, die in ihrem Ausmall vom Pflanzentyp
abhingig sind, festgestellt werden. Bei Tropaeolum majus, der C;-Pflanze, ist auch bei sehr
geringen Konzentrationen (0,16 ng/m’) eine starke Hemmung ersichtlich, wihrend beim Zea mays,
der C,-Pflanze, bei geringen TCA-Konzentrationen (0,002 - 0,196 pg/m’) eine Forderung und bei
hohen Konzentrationen (194 ug/m’) eine relativ geringe Hemmung zu verzeichnen ist. Die C,-
Pflanze reagiert hinsichtlich des Einflusses atmosphérischer TCA auf die Stickstoffaufnahme
wesentlich toleranter als die C;-Pflanze. Dies deckt sich mit der Vermutung, dass die C,-Pflanzen
durch die spezielle Kohlenstoffassimilation eine gréflere Schadstoffresistenz aufweisen.
Wahrscheinlich nimmt sie durch die geringere Offnung der Stomata weniger TCA aus der Luft auf.
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Die Forderung der Stickstoffaufnahme bei den geringen TCA-Konzentrationen bei Zea mays kann
dahingehend erkldrt werden, dass geringe Schadstoffdosen infolge des erhohten Stresses den
Stoffwechsel zunichst aktivieren. Im allgemeinen Phasenmodell einer Stress-Situation kommt es
zu Beginn zu einer Alarmphase, in der eine Destabilisierung von strukturellen und funktionellen
Vorgingen in der Pflanze erfolgt (nach Seyle, 1936, Stocker, 1947, und Larcher; aus Schlee, 1992).
Um dem Stress entgegen zu wirken, erfolgt eine Umstellung und Aktivierung des Stoffwechsels
mit Reparaturvorgidngen und de novo Synthese von Schutzstoffen. Dies hat unter anderem einen
erhohten Bedarf an Stickstoff zur Folge (Ballach, 1998). Bei andauerndem Stress erfolgt in der
Widerstandsphase eine Abhértung bis zum Resistenzmaximum. Nach erfolgter Anpassung kommt
es zu einer Stabilisierung der Pflanzenfunktionen bis in den Normbereich. Es kann jedoch auch
eine irreversible Schiadigung auftreten, wenn die Belastung zu schnell und zu stark ist (akute
Schidigung), oder wenn sie lang andauert (chronische Schiadigung). In der Pflanze zeigt sich dies
u. a. durch einen verminderten Stoffwechsel in Verbindung mit einer geringeren Stickstoffauf-
nahme. Dies kann bei hohen TCA-Konzentrationen, wie sie bei Zea mays appliziert wurden, ein
Grund fiir die verminderte "*N-Inkorporation sein. Bei Tropaeolum majus konnte selbst bei
geringsten Schadstoffdosen eine deutlich geringere Stickstoffaufnahme ermittelt werden.
Vermutlich spielt hier sowohl die oben schon erwéhnte héhere Schadstoffaufnahme, aber auch die
individuelle Physiologie und Anatomie eine Rolle.

Nichtprotein- und Proteinfraktion

Ashton & Crafts (1987) beschrieben einen erhéhten Proteinabbau durch die TCA-Belastung. Fiir
die Untersuchung der Proteinsynthese wurden die '’N-Hiufigkeiten sowohl in der Nichtprotein-
fraktion, als auch in der Proteinfraktion untersucht. Generell konnte kein signifikanter Einfluss der
TCA auf die Proteinneusynthese beobachtet werden. Bei Zea mays wurde jedoch bei allen
Konzentrationen eine leicht erhdhte *N-Inkorporationsrate in der Proteinfraktion gegeniiber der
Nichtproteinfraktion festgestellt. Dieses wiirde sich mit den Ergebnissen fritherer Untersuchungen
decken. Bei Tropaeolum majus konnte kein konzentrationsabhéngiger Einfluss der TCA auf die
Proteinsynthese festgestellt werden.

Nitrit- und Nitratreduktase

Um die Frage zu kldren, ob TCA bereits auf der Ebene der Nitratassimilation wirkt, wurden die
Aktivitdten der Nitrat- bzw. Nitritreduktase untersucht. Aus fritheren Studien und der Tatsache,
dass TCA theoretisch in der Lage ist, Proteine zu modifizieren (Ashton & Crafts, 1987) konnte
vermutet werden, dass die verdnderten Stickstoffinkorporationsraten eine Folge verdnderter
Enzymaktivitdten sind. Einen Einfluss der TCA auf die Aktivitdten verschiedener Stress- und
Detoxifikationsenzyme wurde bereits nachgewiesen (Ashton & Crafts, 1987; Plimacher &
Schréter, 1994; Radetski et al., 2000).

Sowohl die Aktivitdten der Nitratreduktase bei Zea mays, als auch der Nitritreduktase bei beiden
Spezies wurde durch TCA etwas gehemmt, was besonders bei den hoheren Konzentrationen
deutlich wird. Signifikante Unterschiede zwischen den zwei Pflanzenarten wurden nicht festge-
stellt. Anhand der starken Hemmung der ""N-Inkorporation bei Tropaeolum majus sollte auch die
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Nitritaktivitit bei dieser Pflanze stirker gehemmt werden als bei Zea mays. Dies ist jedoch nicht
der Fall. Zur Nitrataktivitit kann diesbeziiglich keine Aussage getroffen werden, da dieses Enzym
bei Tropaecolum majus mit der verwendeten Methode nicht charakterisiert werden konnte. Die
verdnderte Stickstoffinkorporation kann nicht allein aus den verénderten Enzymaktivititen
resultieren. Ashton & Crafts (1987) vermuten, dass TCA eine Anhdufung von Ammonium in der
Zelle bewirkt und dass es zu einer Abnahme von Amiden kommt. Die Anhdufung von Ammonium,
so nehmen sie an, resultiert daraus, dass Enzyme inhibiert werden, die die Umwandlung von Am-
monium zu Amiden katalysieren, wie z. B. die Glutamin-Synthetase und die Glutamat-Synthase.
Um diese Hypothese zu priifen, sollten in nachfolgenden Studien diese Enzyme untersucht werden.

Aminosiuren

Die Aminosduren stellen die ersten stabilen organischen Produkte der Stickstoffassimilation dar.
Sie sind die Bausteine der Proteine und fungieren auch als N-Speicher in der Zelle (Nordin &
Nosholm, 1997). Ein signifikanter Einfluss von atmosphérischer TCA auf die Biosynthese
bestimmter Aminoséuren in Tropaeolum majus und Zea mays konnte nicht bestitigt werden. Bei
Zea mays zeigte Valin die groBte Forderung der '’N-Inkorporation. Bei Tropaeolum majus wurde
Methionin am stdrksten gehemmt. Anderson et al. (1962) fanden in ihren Studien eine signifikante
Erhohung der freien Aminosduren Glutamin und Asparagin. Diese zwei Aminosduren wurden in
dieser Studie gegeniiber anderen nur geringfiigig beeinflusst. In den Untersuchungen von Nordin &
Nosholm (1997) wurde festgestellt, dass sowohl Asparagin, als auch Glutamin als N-Speicher
dienen kann. Sie stellen auch eine wichtige Funktion im N-Transportsystem dar. Vermutlich
resultiert die Erhdhung dieser beiden Aminoséuren in fritheren Studien aus der verminderten
Proteinbiosynthese, die dazu fiihrt, dass ein Uberangebot an Stickstoff vorliegt. Eine signifikant
verringerte Proteinbiosyntheserate durch die TCA-Belastung wurde sowohl bei Tropaeolum majus,
als auch bei Zea mays nicht festgestellt, so dass aus diesem Grunde kein gesteigerter Bedarf an
Stickstoffspeichern vorliegen sollte. Es konnte jedoch beobachtet werden, dass Asparagin/Aspartat
und Glutamin/Glutamat sowohl bei der Kontrolle, als auch bei der Belastung die hochste
N-Anreicherung aufweisen. Dies ist ein Hinweis darauf, dass diese beiden AS in Zea mays und
Tropaeolum majus verstiarkt synthetisiert werden und vermutlich auch als N-Speicher und
N-Transporter in den Pflanzen dienen.

Eine andere Tatsache ist die inhibierende Wirkung der TCA auf die Bildung von Pantothenséiure
(Hilton et al., 1959), die ein Bestandteil von Coenzym-A ist. Dieses zur B-Gruppe gehdrende
Vitamin ist ein wichtiger Acylgruppeniibertrdger und in der Zelle an {iber 100 Reaktionen beteiligt
ist (Michal, 1999). In der Pflanzenzelle ist es u. a. an der Fettsduresynthese und dem -abbau, der
Pyruvatoxidation, der Sulfatassimilation und der Bildung von Isoprenoiden beteiligt (Heldt, 1996).
Diesen Isoprenoiden werden vielfiltige Funktionen in der Pflanze zugesprochen, z.B. als
Wachstumsregulatoren, Abwehrstoffe, Pflanzenhormone, Membranbausteine, Photosynthese-
pigmente und Elektronentransportiibertridger. Eine Verarmung an Coenzym-A koénnte sich auf den
gesamten Stoffwechsel und indirekt auch auf den Stickstoffstoffwechsel auswirken.
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4.2.1.3 Proteinmuster bei Tropaeolum majus

Ein Mechanismus fiir die Adaptation der Pflanze an eine Stresssituation ist die Verdnderung des
Enzymmusters. Dies geschieht iiber einen selektiven Abbau und die Neubildung von Proteinen.
Dadurch kann sich der Organismus den veranderten Bedingungen anpassen (Schlee, 1992).

Ergebnisse

Um Veranderungen auf Proteinebene darzustellen, wurden die 16slichen Proteine von Tropaeolum
majus Pflanzen, die mit 2,3 pg TCA/m’ 4 Tage lang belastet wurden, gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Zur Verringerung der Bandenanzahl bzw. zur Vermeidung einer Uberladung des Gels
wurden die Proteine anhand ihrer Loslichkeit in unterschiedlich konzentrierten Salzlésungen
(40 %iges und 80 %iges Ammoniumsulfat) in zwei Fraktionen aufgetrennt, die sich in ihrem
Bandenspektrum unterschieden. In Abb. 17 sind die Proteinmuster der durch 40 %iges
Ammoniumsulfat und 80 %iges Ammoniumsulfat ausgesalzten Fraktion des 16slichen Blattproteins
dargestellt. Der Vergleich der Bandenmuster zwischen Kontrolle und Applikation zeigt keine
Veranderungen. Es sind jedoch Unterschiede in der Bandenstirke zu erkennen, die darauf

hindeuten, dass der Proteingehalt insgesamt verandert ist.

40 %ige Ammoniumsulfat- Fraktion 80 %ige Ammoniumsulfat- Fraktion
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Abb. 17 Eindimensionale Trennung mit Ammoniumsulfat geféllter l6slicher Proteine von
Tropaeolum majus durch SDS-PAGE. Folgende Bedingungen wurden gewahlt: 10 %iges Tris/HCI-
Gel, 5 bzw. 10 pg Protein pro Spur, Coomassiefarbung. Spur 1 und 4 Molekulargewichtsmarker
(Low Range Standard, Bio-Rad); Spur 2 und 7 Kontrolle, 5 pg Protein; Spur 3 und 8 Belastung,
5 png Protein; Spur 5 Kontrolle, 10 pg Protein; Spur 6 Belastung, 10 pg Protein

Diskussion

Mit Hilfe der eindimensionalen SDS-PAGE konnte durch TCA-Belastung kein verdndertes
Proteinmuster bestimmt werden. Das dabei verwendete Trenngel (10 % SDS) trennt Proteine einer
Molmasse zwischen 18 und 75 kDa gut auf. Kleinere und groBere Proteine konnen mit dieser
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Methode nicht analysiert werden. Um Proteine auBlerhalb dieses Bereiches zu untersuchen, sollten
Gele anderer Konzentrationen (z. B. 7,5 oder 15 %) bzw. andere Untersuchungsmethoden (z. B.
HPLC) verwendet werden.

Trotz der Tatsache, dass nach der Proteinbestimmung die Proben auf eine einheitliche Protein-
konzentration verdiinnt wurden, weist in beiden Fraktionen die Kontrolle mehr Protein auf als die
Applikation. Da die TCA in der Lage ist, sich an Proteine zu binden (Ashton & Crafts, 1987),
konnte dies zu einer Stérung der Proteinbestimmung und der Coomassiefarbung zur Darstellung
der Proteinbanden im Gel fiihren.

Versuche zur Bestimmung der "N-Hiufigkeit der im Gel aufgetrennten Proteine wurden ebenfalls
durchgefiihrt. Dabei traten grole Schwierigkeiten in der Standardisierung der Methode auf; diese
Versuche wurden nicht weiter verfolgt.

4.2.1.4 GST-Aktivitit

Durch die Bestimmung der spezifischen GST-Aktivitdt sollte untersucht werden, ob und in
welchem Mal3e die TCA einen Einfluss auf den Detoxifikationsmetabolismus iiber die Glutathion-
S-Transferase ausiibt.

Ergebnisse

Da sich anhand der spezifischen Aktivitdten allein keine Aussagen zur Belastungsdifferenzierung
treffen lassen, sind in Tab. 9 und 10 noch zusitzlich die Volumen-GST-Aktivititen (nkat/g FG)
und der Gehalt an ldslichem Protein (mg/g FG) aufgefiihrt. Die ermittelte spezifische GST-
Aktivitét (nkat/mg) bei Zea mays liegt zwischen 0,25 nkat/mg und 0,5 nkat/mg und bei Tropaeolum
majus zwischen 12,6 nkat/mg und 21,9 nkat/mg.

Bei hohen TCA-Konzentrationen sind bei beiden Pflanzenarten die Volumen-GST-Aktivititen und
die spezifischen GST-Aktivitdten durch die TCA-Belastung deutlich gechemmt. Bei den niedrigen
TCA-Konzentrationen muss zwischen den Pflanzenarten unterschieden werden. Bei Zea mays ist
die Volumen-GST-Aktivitdt bei der Belastung hoher als bei der Kontrolle, was sich durch den
ebenfalls erhohten Anteil an 16slichem Protein bei der spezifischen GST-Aktivitdt wieder
ausgleicht. Bei Tropaeolum majus ist die Volumen-GST-Aktivitdt durch die TCA- Belastung leicht
gehemmt. Der dabei hohere Anteil an 16slichem Protein fithrt zu einer signifikant (p < 0,05)
verringerten spezifischen GST-Aktivitit.
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Tab. 9 Volumen-GST-Aktivitit [nkat/g FG], Gehalt an I6slichem Protein [mg/g FG] und
spezifische GST-Aktivitdt [nkat/mg] der Bldtter von Zea mays nach einer 4-tdgigen

atmosphéarischen TCA-Belastung in Abhéngigkeit von der TCA-Konzentration im Vergleich zur
Kontrolle (n = 4).

2,3 ng TCA/m* 194 ng TCA/m*

Kontrolle Belastung Kontrolle Belastung
Volumen-GST-AKktivitit 5,93 +£0,68 7,24+0,15 7,20+ 0,13 4,42 +0,15
losliches Protein 18,45+ 1,59 23,52+392 |[13,56+2,15 |12,36+2,2
spezifische GST-Aktivitit 0,324 + 0,065 0,312+ 0,046 {0,494 + 0,07 [0,312+ 0,036

Tab. 10 Volumen-GST-Aktivitidt [nkat/g FG], Gehalt an Islichem Protein [mg/g FG] und
spezifische GST-Aktivitdt [nkat/mg] der Blatter von Tropaeolum majus nach einer 4-tdgigen
atmosphérischen TCA-Belastung in Abhéngigkeit von der TCA-Konzentration im Vergleich zur

Kontrolle (n = 4).

0,017 ng TCA/m* 2,3 ng TCA/m®

Kontrolle Belastung Kontrolle Belastung
Volumen-GST-Aktivitit 107,3+£8,9 91,5+9,0 152,1 £ 6,4 109,4 + 10,1
losliches Protein 6,54+0,18 7,28 +£ 0,64 6,96 = 0,05 7,24+0,13
spezifische GST-Aktivitit 16,4 + 0,89 12,55+0,12 |21,87+1,07 |1511+1,12

Diskussion

Die wahrscheinlich am besten untersuchte pflanzliche Glutathion-S-Transferase ist die der Zea
mays-GST-Familie. Erstmals wurde sie 1970, in Zusammenhang mit ihrer Befdhigung, das
Herbizid Atrazin zu konjungieren, von Frear et al. entdeckt (Timmerman 1989). Es wurde schnell
bekannt, dass in Zea mays unterschiedliche GST-Isoenzyme exprimiert werden. Bis jetzt sind vier
verschiedene Typen bekannt: GST I, ein Homodimer von 29kDa Untereinheiten; GST II, ein
Heterodimer von 27kDa und 29kDa Untereinheiten; GST III, ein Homodimer von 26kDa
Untereinheiten und GST IV, ein Homodimer von 27kDa Untereinheiten. Sie kommen sowohl in
den Wurzeln, als auch im Spross vor. Jedoch besitzen sie differenzierte Substratspezifitdten und
katalytische Aktivititen (Karam, 1998; Irzyk & Fuerst 1993; Marrs, 1996). GST I und II umfassen
ca. 1-2 % der gesamten 16slichen Proteine in der Pflanze. Die Glutathion-S-Transferase von Zea
mays katalysiert die Konjugation von GSH mit einem breiten Spektrum elektrophiler
Verbindungen, darunter verschiedene endogene Stressmetabolite, sekundire Substanzen und
Herbizide. Durch die Belastung mit Atrazin, Metachlor und Alachlor kam es zu einer Erh6hung der
spezifischen GST-Aktivitdt sowohl in den Blattern, als auch in den Wurzeln der Zea mays
Pflanzen, wobei der Effekt in den Wurzeln grofer war. Das Herbizid Alachlor induzierte dabei die
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GST-Aktivitat am stirksten. Es wird vermutet, dass die Herbizidresistenz der Pflanzen mit der
Induktion der GST-Aktivitdt zusammenhédngt (Mamdouh & Alla 1995).

In der Literatur sind noch keine Studien beziiglich des Einflusses von TCA auf die GST-Aktivitit
bei Zea mays bekannt. Beschrieben wird jedoch, dass geringe TCA-Konzentrationen die
Aktivitdten verschiedener Enzyme des oxidativen Stresses bei terrestrischen Nutzpflanzen erhéhen
(Radetski, 2000). Anhand dieser Ergebnisse kann vermutet werden, dass durch die Belastung mit
TCA das Schutzsystem der Pflanzen gegen oxidativen Stress durch Erhohung der Enzymaktivititen
gesteigert wird. Eine Steigerung der GST-Aktivitdten durch TCA-Belastung zur Detoxifikation des
Schadstoffes wird in der Literatur ebenfalls angenommen und konnte in Begasungsexperimenten
mit Kierfernsdmlingen auch bestitigt werden (Schroder et al. 1996). In Freilanduntersuchungen
werden Zusammenhénge zwischen Schadstoffgehalt, darunter auch chlorierte aliphatische Kohlen-
wasserstoffe, und der GST-Aktivitdt vermutet (Schroder et al. 2000). Eine direkte Korrelation
wurde bisher noch nicht bestétigt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die GST-Aktivitdt im Rohenzymextrakt mit dem Modellsubstrat
CDNB nach der Belastung mit atmosphérischer TCA in unterschiedlichen Konzentrationen bei Zea
mays und Tropaeolum majus untersucht. In beiden Pflanzen konnte eine GST-Aktivitit im Roh-
enzymextrakt ermittelt werden, wobei Tropaecolum majus im Vergleich zu Zea mays bei der
Volumen-GST-Aktivitét eine tiber 10 bis 20-fach hohere Aktivitdt aufweist. Durch die geringeren
Anteile an 16slichem Protein bei Tropaeolum majus ist die spezifische GST-Aktivitit bis zu 50-
fach hoher, als bei Zea mays. Die ermittelten spezifischen GST-Aktivitdten von Zea mays lagen
etwas unter dem Bereich der in der Literatur angegebenen Werte. Uber die GST-Aktivitit von
Tropaeolum majus ist in der Literatur nichts bekannt. Es wird jedoch angegeben, dass die Kultur-
pflanzen Zea mays und Soja die hochsten Aktivitidten der konjungierenden Enzyme besitzen (Hock
et al., 1995). Anhand der in dieser Arbeit durchgefiihrten Enzymaktivitdtsstudien konnte fiir
Tropaeolum majus eine hohere GST-Aktivitét als bei Zea mays ermittelt werden.

Die in der Literatur vermutete Erhéhung der GST-Aktivitdten durch TCA-Belastung konnte in
diesen Studien nicht bestitigt werden. Bei der Begasung mit 200 pg TCA/m® bei Zea mays bzw.
2,3 und 0,017 ug TCA/m’ bei Tropaeolum majus kam es zu einer Verringerung der Aktivititen.
Die Untersuchungen mit Zea mays und den niedrigen TCA-Konzentrationen erbrachten keine
Verianderungen der spezifischen GST-Aktivitdt, jedoch konnte bei der Volumenaktivitit bei Zea
mays eine 22 %ige Erhohung gegeniiber der Kontrolle ermittelt werden. Durch den ebenfalls leicht
erhohten Proteingehalt in den belasteten Pflanzen hebt sich diese leichte Steigerung der Aktivitat
wieder auf. Auf eine Bildung der GST durch de novo Proteinsynthese bei TCA-Belastung kann
allerdings daraus nicht geschlossen werden (Gronwald et al. 1989). Es ist jedoch nicht auszu-
schlieBen, dass es in den belasteten Pflanzen zu einer Induktion spezifischer Isoenzyme kommt, die
eine groBere Substratspezifitit gegeniiber TCA oder eine hohere Konjungationsaktivitit flir diesen
Schadstoff besitzen. Solche Isoenzyme werden mit CDNB nicht erfasst. Es ist bekannt, dass in Zea
mays Isoenzyme exprimiert werden konnen, die die Konjugation mit CDNB nicht katalysieren
(Irzyk & Fuerst 1993). Fiir eine tiefgriindigere Untersuchung des Einflusses von TCA auf die GST-
Aktivitdten miissten weiterfithrende Studien auf dem Gebiet verschiedener Isoenzyme durchgefiihrt

werden.

Ein weiterer Aspekt, der generell bei allen Enzymaktivitéten eine Rolle spielt, ist die Mdglichkeit,
dass die TCA Proteine durch Alkylierung veriandert. Daraus konnte sich eine verdnderte Aktivitit
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des modifizierten Enzyms ergeben (siche auch Kap. 4.2.1.2). Es ist bekannt, dass halogenierte
Acetate und Propionate theoretisch in der Lage sind, Sulfhydryl- und Aminogruppen zu alkylieren
(Ashton & Crafts 1987). Eine solche Modifizierung der Proteine wiederum bedingt auch
Verianderungen in der nativen Konfirmation. Finden diese Modifikationen auch bei der Glutathion-
S-Transferase statt, konnten sich daraus verdnderte Aktivititen auch gegeniiber dem Substrat
CDNB ergeben. Verdnderte Aktivititen konnten sowohl eine Zunahme, wahrscheinlicher ist
jedoch, auch eine Abnahme der GST-Aktivitdten bedeuten. Dieser Effekt ist zumindest teilweise
von der Konzentration anhédngig, d. h. je mehr TCA-Molekiile fiir die Alkylierung zur Verfiigung
stehen, desto verstérkter ist der inhibierende Effekt. Dies wiirde mit den Ergebnissen dieser Arbeit
iibereinstimmen, in der bei hohen TCA-Dosen eine starke Verminderung der GST-Aktivitdt
gefunden wurde. Bei geringen Konzentrationen hingegen ist die Inhibierung weniger ausgepragt.

4.2.1.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei den vergleichenden Untersuchungen zum Einfluss atmosphérischer TCA auf physiologisch-
biochemische Parameter von C;- und C,- Pflanzen konnten folgende Wirkungen festgestellt

werden:

Pflanzenwachstum und Vitalitit

o Leicht erhohter Gehalt an 16slichem Protein bei niedrigen TCA-Konzentrationen (Zea mays
2,3 ng/m’; Tropaeolum majus 0,017 pg/m’)

e Bei Zea mays durch hohe TCA-Konzentration (194 pg/m’) geringe Erniedrigung des
16slichen Proteins

Anhand der erhaltenen Ergebnisse zur Pflanzenhéhe und dem Gehalt an 16slichen Proteinen
konnten hinsichtlich des Wachstumsverhaltens und der Vitalitit bei beiden Pflanzenarten keine
signifikanten Verdnderungen festgestellt werden.

Stickstoffmetabolismus

Keine signifikanten Veranderungen im Gesamtstickstoffgehalt bei beiden Pflanzenarten

e Tropaeolum majus: “N-Inkorporation in Gesamtstickstoff, NPN- und Proteinfraktion bei
allen applizierten TCA-Konzentrationen (0,00016 - 2,3 pg/m’) signifikant erniedrigt

e Zea mays: "“N-Inkorporation in Gesamtstickstoff, NPN- und Proteinfraktion bei geringen
Konzentrationen (0,002 - 0,196 pg/m’) z. T. signifikant erhoht und bei der hohen Konzen-
tration (194 pg/m’) erniedrigt

e ’N-Hiufigkeiten einzelner Aminosduren des l6slichen Proteins beider Pflanzenarten
spiegeln das Verhiltnis zwischen Kontrolle und Belastung wider, welches in der Gesamt-
proteinfraktion gefunden wurde
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e Geringe Erniedrigung der NIR- und NR- Aktivitit bei Zea mays und der NIR-Aktivitit bei
Tropaeolum majus sowohl bei der hohen, als auch bei der geringen TCA-Belastung

Die Ergebnisse der '*N-Tracerstudien zeigen groBe Unterschiede in der Stickstoffaufnahme
zwischen der C;- und C4- Pflanze. Die verdnderten 15N—Inkorporaltionsraten sind sowohl bei
Tropaeolum majus, als auch bei Zea mays durch veranderte NIR- und NR- Aktivitdten allein nicht
zu kléren. Es konnte kein Einfluss von TCA auf die Biosynthese bestimmter Aminoséduren von Zea

mays und Tropaeolum majus gefunden werden.

Proteinmuster bei Tropaeolum majus

Anhand der eindimensionalen Auftrennung des 16slichen Proteins mittels SDS-PAGE konnte kein
verandertes Proteinmuster durch TCA-Belastung (2,3 pg/m’) gefunden werden.

GST-Aktivitat

o Relativ geringe TCA-Konzentration fiihren bei C;-Pflanzen zur leichten Erniedrigung der
Volumen-GST-Aktivitét und signifikante Erniedrigung der spezifischen GST-Aktivitit und
bei Cy-Pflanzen zur leichten Erhohung der Volumen-GST-Aktivitit und zu keinen
Veranderungen in der spezifischen GST-Aktivitat.

e Dagegen zeigten hohe TCA-Konzentrationen bei beiden Spezies eine Erniedrigung der
Volumen-GST-Aktivitdt und der spezifischen GST-Aktivitat.

Durch hohe TCA-Belastung (Zea mays: 194 pg/m’; Tropaeolum majus: 2,3 pg/m’) kommt es zur
Hemmung der GST-Aktivitédt bei beiden Pflanzenarten, die bei der geringen TCA-Konzentration
bei Tropaeolum majus (0,017 pg/m’) ebenfalls vorhanden ist.
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4.2.2 Atmosphirische TCA-Belastungen von Pinus sylvestris

Die Trichloressigsdure ist in den letzten Jahren in den Verdacht geraten, mafBgeblich an den
Waldschidden beteiligt zu sein. Um die Wirkung atmosphérisch getragener TCA auf Kiefern-
pflanzen (Pinus sylvestris L.) einzuschétzen, wurden Versuche zur kontrollierten Belastung
durchgefiihrt. Im Versuch V1 wurde zur Ermittlung akuter Effekte eine hohe TCA-Konzentration
(262 ug TCA/m’) und eine kurze Applikationszeit (4 Tage) gewihlt. Im Versuch V2 wurde eine
TCA-Konzentration im umweltrelevanten Bereich mit 0,16 ng TCA/m’ und eine lingere Applika-
tionszeit von 50 Tagen gewahlt, um chronische TCA-Wirkungen zu erforschen. Die
Untersuchungen sollten die Frage klaren helfen, ob TCA, die iiber die Atmosphére auf Pinus
sylvestris einwirkt, biochemisch physiologische Verdnderungen in der Pflanze hervorruft. Als
Wirkungsendpunkte wurde der Stickstoffmetabolismus, die Wirkung auf den Photosynthese-
apparat, sowie bei V2 die Aktivitit der Glutathion-S-Transferase jeweils im aktuellen (C) und
vorjahrigen (C+1) Nadeljahrgang untersucht.

In V1 wurde in Anlehnung an vorhergehende Versuche eine Tracerkonzentration von 68 mg
K'°NO; / Pflanze (95 at.-% '""N) mit einer Applikationszeit von 24 Stunden im Anschluss an die
Belastung gewéhlt. Die Bestimmung der effektiven Quantenausbeute des PS II erfolgte vor und
nach der Belastung. Die Pflanzen wurden nach der TCA-Applikation auf visuell erfassbare
Schidden untersucht. Dabei konnten bei drei von vier Pflanzen leichte Braunférbungen an den
Nadelspitzen beobachtet werden. Bei den Kontrollpflanzen konnten keine sichtbaren
Verianderungen festgestellt werden.

Da bei V1 die "N-Hiufigkeiten sehr gering waren, erfolgte bei V2 die Tracerapplikation mit einer
Konzentration von 136 mg K'°NO; / Pflanze (95 at.-% "N) iiber 3 Tage. Bei diesem Versuch
wurde die effektive Quantenausbeute des PS II nicht nur vor und nach der Begasung, sondern auch
an 5 Tagen wihrend des Versuches gemessen. Visuell erfassbare Schiden, wie sichtbare Chlorosen
und Nekrosen infolge der TCA-Belastung, konnten bei V2 nicht festgestellt werden.

4.2.2.1 Photosynthese

Die Photosynthese ist der fundamentale Stoffwechselprozess, der zum einen fiir den Zellstoff-
wechsel verwertbare Energie in Form von ATP liefert und zum anderen zur Versorgung der Zellen
mit Reduktionsdquivalenten dient. Sie wird von vielen verschiedenen Umweltfaktoren, wie
Temperatur, Lichtverhéltnisse und Xenobiotika, beeinflusst. Jede Verdnderung der Photosynthese-
leistung kann eine Verdnderung der gesamten Stoffwechselleistung der Zelle zur Folge haben und
trdgt damit zur Verdnderung der Vitalitit der Pflanze bei. Durch Bestimmung der effektiven
Quantenausbeute des PS II iiber die Chlorophyllfluoreszenz kénnen nichtinvasive Anderungen in
der Effizienz der Photochemie ermittelt werden, die als sensitiver Indikator der Photosynthese dient
(Maxwell & Johnson, 2000). Zusétzliche Untersuchungen hinsichtlich des Gehaltes an Chlorophyll
a und b, sowie der Xanthophylle und Carotinoide geben Informationen dariiber, ob die TCA den
Pigmentgehalt der Pflanze beeinflusst.
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Ergebnisse

In der Tabelle 11 sind die Ergebnisse der Chlorophyllfluoreszenzmessung von V1 zur akuten
atmosphérischen TCA-Belastung zusammenfassend dargestellt.

Tab. 11 Mittelwerte und Standardabweichungen der effektiven Quantenausbeute des PS II von
Pinus sylvestris vor und nach der Belastung mit 262 pg TCA/m® iiber 114 Stunden (n = 20;
*

p <0,001).

Kontrolle TCA- Variante

vor Versuchs- |nach Versuchs- |vor Versuchs- |nach Versuchs-
durchfiihrung | durchfiihrung durchfiihrung | durchfiihrung

diesjihriger
Nadeljahrgang (C) 0,819+ 0,0078 {0,823 + 0,02 0,809 +0,0162 [0,485+0,115*

vorjahriger
Nadeljahrgang (C+1) (0,771 40,0144 |0,769 + 0,018 0,773 £0,0141 {0,504+ 0,06 *

Vor der Belastung liegen die Werte der effektive Quantenausbeute des PS II bei allen Pflanzen
beim diesjéhrigen Nadeljahrgang um 0,81 und beim vorjihrigen Nadeljahrgang um 0,77. Nach der
114-stiindigen TCA-Applikation ist ein deutlicher Unterschied zwischen belasteten und
unbelasteten Pflanzen sichtbar. Wihrend bei der Kontrolle der Yield weiterhin bei 0,8 bzw. 0,75
lag, wurden bei den Applikationspflanzen in beiden Nadeljahrgingen signifikant niedrigere Werte
gemessen. Beim diesjdhrigen Nadeljahrgang wurde eine um 41 % und beim vorjahrigen Nadel-
jahrgang eine um 35 % niedrigere effektive Quantenausbeute ermittelt. Der durchgefiihrte
Signifikanztest ergab einen Wert p < 0,001. Die Standardabweichungen sind sowohl innerhalb der
5 Messungen an einem Baum, als auch zwischen den einzelnen Badumen bei der Kontrolle mit
2 - 3 % sehr niedrig und bei der Applikation nach der TCA-Belastung mit 14 - 30 % im Vergleich
zur Kontrolle relativ hoch.

Die zu Beginn der chronischen TCA-Belastung (V2) ermittelten Werte der effektiven Quanten-
ausbeute des PS II liegen bei dem diesjdhrigen Nadeljahrgang sowohl bei den Kontroll-, als auch
bei den Versuchspflanzen bei 0,81. Bei dem vorjéhrigen Trieb wurden Werte um 0,75 bei allen
Pflanzen gemessen, was eine leichte Beeintrdchtigung der Photosyntheserate schon vor der TCA-
Begasung bedeutet. In Abbildung 18 ist ersichtlich, dass es im Laufe der Versuchsdurchfiihrung zu
geringen Verdnderungen in der effektiven Quantenausbeute des PS II kommt. In den ersten 2
Wochen schwanken die Werte des diesjdhrigen Triebes bei allen Pflanzen um den Ausgangswert.
Bei dem vorjdhrigen Trieb konnte hingegen ein Anstieg gegeniiber dem Ausgangswert ermittelt
werden. Dieser Anstieg ist bei den TCA-Pflanzen mit 2,7 % hoher, als bei den Kontrollpflanzen
mit 2,0 %. Mit fortschreitender Versuchsdauer kommt es zu einer Verringerung des Yieldes, der
beim vorjahrigen Trieb bis zum Ende des Experimentes andauert. Bei dem diesjahrigen Trieb
kommt es nach dem 35. Tag zu einer Erh6hung der effektiven Quantenausbeute bei den Pflanzen
mit TCA-Belastung.
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Im Vergleich von Kontrolle und Versuchspflanzen wurde bei TCA-Applikation ein héherer Yield
ermittelt, wobei der Unterschied beim vorjdhrigen Nadeljahrgang wihrend der gesamten
Belastungszeit andauert. Bei dem diesjdhrigen Nadeljahrgang zeichnet sich dieser Effekt erst ab
dem 40. Applikationstag ab und erreicht am Ende eine um 3,4 % signifikant (p < 0,05) erhdhte
effektive Quantenausbeute.

—«— Kontrolle C Kontrolle C+1
—A— Belastung C Belastung C+1
Q 0,84
=
é S O ’ 8 2 % E——
E= 080 ] .
82 T L
§ - 0,78 1:
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Abb. 18 Effektive Quantenausbeute des PS II des diesjahrigen (C) und vorjdhrigen (C+1)
Nadeljahrgangs von Pinus sylvestris wahrend einer 49-tdgigen atmosphéarischen TCA-Belastung
mit 0,16 ng TCA/m’ in Abhéngigkeit von der Belastungsdauer im Vergleich zur Kontrolle (n = 20;
*

p <0,05).

Pigmentgehalte wurden nur bei der chronischen TCA-Belastung (V2) bestimmt. Die Ergebnisse
sind in der Abb. 19 dargestellt. In den Kiefernadeln des diesjéhrigen Triebes kommt es durch die
chronische TCA-Belastung zu einer signifikanten Abnahme der Pigmentgehalte, wobei besonders
das Chlorophyll b mit einer Reduktion von 44 % am stirksten betroffen ist. Beim vorjdhrigen
Nadeljahrgang konnte nur bei Chlorophyll a und b eine Abnahme um ca. 11 % ermittelt werden.
Die Xanthophylle hingegen weisen einen leicht erhohten Wert gegeniiber der Kontrolle auf. Im
Vergleich zwischen den Nadeljahrgdngen konnten im diesjahrigen Nadeljahrgang durchweg hohere

Pigmentgehalte gemessen werden.
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Abb. 19 Chlorophyll a (Chl a), Chlorophyll b (Chl b), und Xanthophyll/Carotinoid (X/C) Gehalte
des diesjahrigen (C) und vorjahrigen (C+1) Nadeljahrgangs von Pinus sylvestris nach einer 49-
tagigen atmosphirischen TCA-Belastung mit 0,16 ng TCA/m’ im Vergleich zur Kontrolle (n = 2;
**p<0,01; *** p <0,001).

Das Verhiltnis Chlorophyll a/b ist beim diesjéhrigen Nadeljahrgang durch die TCA-Belastung
erhoht, bei den élteren Nadeln wurde keine Verdnderung festgetellt.

Tab. 11 Verhiltnis von Chlorophyll a/b im diesjahrigen und vorjdhrigen Nadeljahrgang von Pinus
sylvestris nach einer 49-tigigen TCA-Belastung mit einer Konzentration von 0,16 ng/m’ im
Vergleich zur Kontrolle.

Kontrolle |Belastung

diesjidhriger Nadeljahrgang (C) 1,97 2,71

vorjiahriger Nadeljahrgang (C+1) 2,92 2,90

Diskussion

Durch die Belastung der Pflanzen mit Trichloressigsdure kommt es zur Verdnderung der Chloro-
plasten. Visuell erfassbare Schaden, wie Chlorosen und Nekrosen (Ashton & Crafts, 1987), aber
auch zelluldre Veranderungen, wie Reduktion des Thylakoidsystems, Zunahme von Plastoglobuli
und Verdnderung der Chloroplastengrofle (Kristen et al., 1995; Sutinen et al., 1995, 1997) wurden
beobachtet. Eine Schadigung des photosynthetischen Apparates hat auch eine Verdnderung der
photosynthetischen Leistung zur Folge.
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Durch die akute Belastung der Kiefernpflanzen mit hohen TCA-Konzentrationen konnte eine
signifikante Verminderung der effektiven Quantenausbeute des PS II ermittelt werden, die bei den
jungen Nadeln stdrker ausgeprégt war als bei den élteren. Dieses Ergebnis beweist einen Einfluss
von TCA auf den photosynthetischen Apparat und eine Verminderung der Photosyntheseleistung.
Untersuchungen von Govindjee et al. (1997) an isolierten Spinatthylakoiden lassen einen direkten
Einfluss von TCA auf den photosynthetischen Elektronentransport vermuten. Sie untersuchten den
Einfluss verschiedener Chloracetate (MCA, DCA und TCA) auf das PS II und dabei speziell den
Elektronentransfer vom Semichinon Q, zum oxidierten Chinon Qg. Sie fanden, dass diese
Verbindungen spezifisch an der QaQg-Region reagieren und somit die Photosynthese beeinflussen
koénnen. Mit Hilfe der Chlorophyllfluoreszenz untersuchten sie den Elektronenfluss von Q4 zu Qg.
Mit verschiedenen D1-D2 Mutanten von Cyanobakterien (Synechostis sp.) ermittelten sie den
Einfluss der Bindeproteine auf die Wirkung verschiedener Substanzen. Anhand ihrer Unter-
suchungen stellten sie folgendes fest:

e Chloroacetate und Acetate erhohen die Zeitkonstante des Elektronenflusses von QA zu Qg
und verschieben das Gleichgewicht zu Gunsten von [Q,’]. Der Grad des Effektes korreliert
mit der Geometrie, d. h. der Anzahl der Chloratome und nimmt mit der Hydrophobizitit zu.
Demnach konnte TCA die starkste Wirkung zeigen.

e Das Ausmal} der Wirkung ist pH-abhéngig. TCA zeigte die stiarkste Wirkung bei pH 7,5.

e Die unterschiedlichen Mutanten zeigten eine differenzierte Sensitivitdt gegeniiber TCA, so
dass die Umgebung der D1/D2-Bindetasche einen Einfluss auf den Wirkmechanismus
ausiibt.

Es ist vorstellbar, dass TCA dhnlich wie klassische PS II-Hemmer (z.B. Atrazin) den Elektronen-
fluss durch Bindung in der Q,Qg-Region des D1/D2-Komplexes beeinflusst. Dies setzt allerdings
einen hydrophoben Charakter der Substanz voraus, der bei den von Govindjee et al. getesteten
Chemikalien bei TCA am stérksten vorhanden ist. Damit trdgt nicht die Sdurewirkung, sondern der
anionische Charakter zur Blockierung des Elektronentransfers bei. Da der Einfluss von TCA auf
Membranen (Mayer, 1957) und speziell auf das Thylakoidsystem (Kristen, 1995) bekannt ist, kann
neben der spezifischen Wirkung in der Q/Qg-Binderegion auch eine allgemeine Beeintridchtigung
der Photosynthese durch Membranzerstérung und daraus resultierende Permeabilitationsénde-
rungen in den Thylakoiden abgeleitet werden. Ebenso ist bekannt, dass es durch die Blockierung
des Elektronentransportes im PS II zu einem oxidativen Stress unmittelbar im photosynthetischen
Apparat kommt, der auch wiederum zur Membranschddigung fithren kann (Rutherford and
Krieger-Liszkay, 2001; Schlee, 1992). Dies kommt ganz besonders dann zum tragen, wenn die
zelluldren Schutzmechanismen gegen oxidativen Stress (z. B. durch Karotinoide oder enzymatische
Entgiftung) durch zu hohe Schadwirkung iiberlastet sind. Dies alles konnen Griinde fiir die
Verringerung der effektiven Quantenausbeute des PS II nach akuter atmosphirischer TCA-
Belastung sein.

Bei der chronischen TCA-Belastung mit geringen Konzentrationen konnte jedoch eine sehr
geringe Zunahme der effektiven Quantenausbeute und gleichzeitig eine signifikante Abnahme der
Chlorophyllkonzentration ermittelt werden. Die dazu in der Literatur puplizierten Ergebnisse sind
zum Teil kontrovers. In Studien mit dem Luftschadstoff Ozon wurden positive Korrelationen
zwischen effektiver Quantenausbeute und Chlorophyllkonzentration ermittelt (Saitanis et al. 2001;
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Bortier et al. 2001), aber auch das Verhéltnis von hdherer Chlorophyllfluoreszenz zu geringerer
Chlorophyllkonzentration in Regionen hoher Luftverschmutzung (Os;, SO,) wurde beobachtet
(Calatayud et al., 1996; Tuba et al. 1997). Es ist denkbar, dass die Trichloressigsdure schon in
geringen Konzentrationen die Zerstérung von Chlorophyllmolekiilen hervorruft und dass dieser
Mangel an intakten Reaktionszentren des Photosystems durch eine hohere Effizienz des PS 11
kompensiert wird. Dies ist aber nur bei geringen Konzentrationen moglich, da eine hohe Schad-
stoffkonzentration eine massive Schadwirkung auf den photosynthetischen Apparat ausiibt und eine
Kompensation nicht mehr ermdglicht. Beziiglich des Schadstoffes TCA im Hinblick auf die
Chlorophyllkonzentration ist in der Literatur wenig beschrieben. Sutinen et al. (1997) beobachtete
eine leichte Zunahme der Chlorophyllkonzentration infolge der TCA-Belastung. In einem
Ubersichtsartikel wird dies ebenfalls erwihnt (McCulloch; 2002). Bei Untersuchungen von Hanson
et al. (2001), die die Toxizitdit von TCA an aquatischen Macrophyten studierten, wurde eine
Verminderung der Chlorophyllkonzentration durch diesen Schadstoff festgestellt. Solche kontro-
versen Ergebnisse konnen auf unterschiedliches Untersuchungsmaterial, verschiedene TCA-
Konzentrationen und Applikationstechniken zuriickzufiihren sein.

Anhand der durchgefiihrten Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass die TCA bei akuten
Belastungen mit sehr hohen Konzentrationen die Effizienz des Photosystems II stark beeintrachtigt,
was auf eine Inhibierung des Elektronentransportes von Q4 zu Qg und der Membranzerstorung in
den Chloroplasten zuriickzufiihren ist. Bei einer chronischen Belastung mit geringen Konzen-
trationen wurde eine leichte Stimulierung der effektiven Quantenausbeute mit gleichzeitiger
Abnahme der Chlorophyllkonzentration beobachtet, die mit einer Chlorophyllzerstérung durch
reaktive Sauerstoffimolekiile und einer Kompensation durch hohere Effizienz erklarbar wire.

4.2.2.2 Stickstoffmetabolismus

Fiir die Untersuchung des Einflusses atmosphédrischer TCA-Konzentrationen auf die Synthese-
leistung und den Stickstoffstoffwechsel von Pinus sylvestris wurde bei V1 der Gesamt-
stickstoffgehalt sowie die *N-Inkorporation in die Protein- und Nichtproteinfraktion und bei V2
neben den N-Inkorporationsraten in den Stickstofffraktionen, die Nitritreduktase(NIR)-Aktivitit
und der Gehalt an 16slichen Proteinen untersucht. Anhand dieser Studien sollte ermittelt werden, ob
atmosphérische TCA den N-Metabolismus von Kiefernpflanzen beeinflusst und ob es Unterschiede
zwischen akuter und chronischer Belastung gibt.

Ergebnisse

Gesamtstickstoff

Wie in Abb. 20 ersichtlich, dndert sich der Gesamtstickstoffgehalt bei akuter TCA-Belastung
kaum. Er ist mit 2,4 % bzw. 1,3 % gegeniiber der Kontrolle nur unwesentlich héher. Die "N-
Haufigkeit im Gesamtstickstoff der Pflanze ist dagegen im diesjdhrigen Nadeljahrgang gegeniiber
der Kontrolle um 100 % erhéht und im vorjahrigen Nadeljahrgang um 50 % reduziert.
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Abb. 20 Relative "NO; -Inkorporation und relativer Stickstoffgehalt in % zur Kontrolle des
aktuellen (C) und vorjdhrigen Nadeljahrgangs (C+1) von Pinus sylvestris nach einer akuten
atmosphirischen TCA-Belastung mit 262 ug TCA/m’ (n = 4)

NPN- und Proteinfraktion

Um eine Aussage zur Proteinsynthese treffen zu konnen, wurde das Pflanzenmaterial in die
Protein- und Nichtproteinfraktion getrennt. Die Ergebnisse der "N-Inkorporation in die Protein-
und Nichtproteinfraktion der TCA-belasteten Pflanzen im Verhéltnis zu den Kontrollpflanzen sind
in Abb. 21 dargestellt. Bei V1 (akute Belastung) sind deutliche Unterschiede zwischen Kontrolle
und Belastung zu erkennen. Beim diesjdhrigen Nadeljahrgang ist in den Stickstofffraktionen eine
hohere "°N-Inkorporation als im vorjihrigen Nadeljahrgang zu verzeichnen. Am stirksten beein-
flusst wird die Nichtproteinfraktion. Bei ihr wurde in den jungen Nadeln eine iiber 400 % hohere
"N-Inkorportion gegeniiber der Kontrolle gemessen. In der Proteinfraktion ist die Férderung der
N-Inkorporation mit 250 % deutlich geringer als in der NPN-Fraktion. Die élteren Nadeln weisen
jedoch eine Hemmung in der "N-Inkorporation auf, die in der NPN-Fraktion stdrker ist als in der
Proteinfraktion. Bei der chronischen TCA-Belastung (V2) konnten nur geringe Unterschiede in der
"N-Inkorporation ermittelt werden. Es ist eine leichte Erhohung der '’N-Haufigkeiten in den
belasteten Pflanzen, besonders in der Proteinfraktion, ersichtlich. Durch die grofen Abweichungen
der einzelnen Pflanzen und den daraus resultierenden hohen Fehlern sind die Unterschiede in den
Studien zur *N-Inkorporationen nicht signifikant.
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Abb. 21 Relative "NO;™ -Inkorporation in die NPN- und Proteinfraktion des aktuellen (C) und
vorjihrigen (C+1) Nadeljahrgangs von Pinus sylvestris nach einer akuten (262 pg TCA/m’) und
chronischen (0,16 ng TCA/m’) atmosphirischen TCA-Belastung (n = 4)

Nitritreduktase

Zur Untersuchung der Stickstoffassimilation auf enzymatischer Ebene wurde die Nitritreduktase-
Aktivitdt bestimmt. Die Enzymaktivitdt der Nitritreduktase bei den Kiefernnadeln schwankt
zwischen 0,5 und 2,5 nkat/g FG. Im diesjéhrigen Nadeljahrgang (C) ist die Aktivitét deutlich hoher
als im vorjéhrigen Nadeljahrgang (C+1). Im Vergleich zwischen Kontrolle und Versuchsvariante
ist bei den jiingeren Nadeln eine um 19 % geringere Aktivitdt bei den belasteten Pflanzen zu
verzeichnen. Im Gegensatz dazu kommt es bei den &lteren Nadeln zu einer massiven Forderung.
Die Applikationspflanzen weisen gegeniiber den Kontrollpflanzen eine um 280 % hohere Nitrit-
reduktase-Aktivitét auf.
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Abb. 22 Nitritreduktase-Aktivitiat des aktuellen (C) und vorjdhrigen (C+1) Nadeljahrgangs von
Pinus sylvestris nach einer chronischen (0,16 ng TCA/m’) atmosphirischen TCA-Belastung im
Vergleich zur Kontrolle (n = 4).

Diskussion

Gesamtstickstoff, NPN- und Proteinfraktion

Anhand der Ergebnisse konnte eine Wirkung von TCA auf den Stickstoffmetabolismus, besonders
bei der akuten Belastung, festgestellt werden. Durch die erhohten N-Hiufigkeiten in den
belasteten Pflanzen gegeniiber der Kontrolle kann auf eine hohere Stickstoffaufnahme und
Inkorporation geschlossen werden. Einen Einfluss von TCA auf den Stickstoffmetabolismus von
Pinus sylvestris wurde von Sutinen et al. (1997) durch Wurzelapplikation und atmosphérische
Belastung und von Hafner et al. (2002a) durch Wurzelapplikation beobachtet. Beide Arbeits-
gruppen konnten eine hoéhere Stickstoffaufnahme bzw. Stickstoffkonzentration in den Nadeln
infolge der TCA-Belastung feststellen, was mit den Ergebnissen dieser Arbeit {ibereinstimmt.
Diese zwei Arbeitsgruppen konnten ebenfalls Unterschiede zwischen den Nadeljahrgingen
beobachten, die jedoch kontrovers sind. Wahrend bei den Arbeiten von Sutinen et al. (1997) vor
allem die jungen Nadeln beeinflusst wurden, konnten Hafner et al. (2002a) eine hohere Stickstoft-
inkorporation in die élteren Nadeln feststellen. Bei der chronischen TCA-Belastung (V2) weist
sowohl die Protein- als auch die NPN-Fraktion des diesjdhrigen Nadeljahrgangs eine leicht hohere
relative Stickstoffinkorporation gegeniiber dem vorjéhrigen Nadeljahrgang auf. Diese Ergebnisse
entsprechen den Resultaten von Sutinen et al. (1997). Bei der akuten TCA-Belastung konnten
ebenfalls im diesjdhrigen Nadeljahrgang hohere Stickstoffinkorporationsraten gemessen werden,
im vorjahrigen Nadeljahrgang hingegen wurde eine Hemmung des Stickstoffeinbaus ermittelt. Die
Wirkung atmosphérischer TCA ist sowohl von der Konzentration und Applikationsdauer, als auch
vom Nadelmaterial abhéngig. Bei anderen Untersuchungen mit atmospharischen Schadstoff-
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belastungen konnten auch Einfliisse auf den Stickstoffmetabolismus ermittelt werden. So zeigten
geringe Ozon- und Bromoxynilbelastungen ebenfalls eine hohere Stickstoffinkorporation in
terrestrische Pflanzen, wihrend hohe Konzentrationen eine Hemmung der Stickstoffaufnahme zur
Folge haben (Jung et al., 1994; Mocker et al., 1996; Schweizer et al., 2000).

Die ""N-Inkorporation stellt einen Indikator fiir die metabolische Aktivitit der Versuchspflanzen
dar. Ein erhohter Metabolismus ist eine direkte Reaktion der Pflanze auf Stress (Brunold et al.,
2000). Durch den Stress kommt es zur verstdrkten Synthese von Schutzproteinen und zu einer
Erhohung der Aktivitdt von Detoxifikationsenzymen. Aus diesem Grunde kommt es zu einem
erhohten Stickstoffbedarf und damit zu einer gesteigerten Stickstoffinkorporation. Ist die
Schadstoffkonzentration jedoch zu groB3, oder kann das Pflanzenmaterial sich nicht mehr auf den
Stress einstellen, so kommt es zu einer Erschopfung des Metabolismus, der sich in einer
verringerten Stickstoffinkorporation zeigt (Ballach, 1998).

Reproduzierbarkeit der '’N-Inkorporationen

Die Standardabweichungen der Mittelwerte beim N-Gehalt, der Proteinkonzentration und den
Enzymaktivititen sind im allgemeinen nicht hoher als 30 %, dagegen sind die Standardabwei-
chungen bei der '"N-Inkorporation z. T. sehr hoch und auch sehr unterschiedlich. Das liegt zum
einen daran, dass sich die Baume schon von vorn herein im Metabolismus stark unterscheiden und

somit auch unterschiedlich empfindlich auf die TCA-Belastung reagieren.

Ein weiterer Grund kann im Wurzelraum der Pflanze liegen. Hat eine Pflanze ein groBeres Wurzel-
geflecht, kann sie auch im gleichen Zeitraum eine groere Menge Néhrsalze aufnehmen, als eine
vergleichbare Pflanze mit weniger Wurzeln. Dies wire dann in unterschiedlichen '“N-Inkorpo-
rationsraten direkt messbar. Des weiteren sind die Pflanzen in Bodensubstrat eingepflanzt, was eine
homogene Verteilung der Tracersubstanz im Topf nicht gewihrleistet. Dariiber hinaus kann auch
eine unterschiedliche Bodentextur unterschiedliche Adsorptionseigenschaften aufweisen. Somit
sind auch die fir die Pflanze frei verfiigbaren Néahrsalze verschieden. All dies sind mdogliche
Ursachen dafiir, dass der berechnete Fehler bei den '"N-Inkorporationsraten so groB ausfillt. Die
N-Inkorporation ist ein empfindlicher Parameter, der durch viele Faktoren beeinflusst wird und
der eine hohe Variabilitat aufweist.

Nitritreduktase

Ob die gesteigerte Stickstoffinkorporation auch mit einer hoheren Aktivitdt der Stickstoffassimi-
lationsenzyme iibereinstimmt, wurde bei V2 (chronische Belastung) anhand der Nitritreduktase
uberpriift. Theoretisch ist TCA in der Lage, Proteine zu modifizieren (Ashton & Crafts, 1987).
Daraus konnen unter anderem auch verdnderte Enzymaktivititen resultieren. Die Ergebnisse
zeigten bei der TCA-Belastung im diesjdhrigen Nadeljahrgang geringere und im vorjéhrigen
hohere Aktivitdten gegeniiber der Kontrolle. Daher kann nicht bestdtigt werden, dass die hohere
Stickstoffinkorporation mit der NIR-Aktivitit zusammenhéngt oder eine Folge dieser ist. Da jedoch
die spezifische NIR-Aktivitét nicht berechnet werden konnte (siehe Kap. 3.5.4.2), ist es moglich,
dass die verdnderten Aktivitdten eine Folge verdnderter Gehalte an 16slichem Protein sind. Die im
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GST-Rohenzymextrakt bestimmten Proteingehalte (siehe Kap. 4.2.2.3) sind bei C ebenfalls gering-
fligig erniedrigt und bei C+1 erhoht.

Die Enzymaktivitdten stellen die aktuelle Situation des Stoffwechsels dar und werden durch eine
Vielzahl anderer Faktoren beeinflusst. Die '“N-Inkorporation kennzeichnet hingegen den
Metabolismus integrativ liber einen ldngeren Zeitraum und ist deswegen umfassender und
aussagekréftiger.

4.2.2.3 GST-Aktivitit

Wie im Kapitel 2.2.3 schon beschrieben, reprisentieren die Glutathion-S-Transferasen eine groBe
Gruppe von Detoxifikationsenzymen der Phase II-Reaktion, die die Konjugation von Xenobiotika
mit dem Tripeptid Glutathion katalysieren. In diesem Versuch wurde die Aktivitit von GST im
Rohenzymextrakt mit dem Modellsubstrat CDNB untersucht, um eine Aussage zu treffen,
inwieweit die kontrollierte Begasung mit umweltrelevanten TCA-Konzentrationen die GST-
Aktivitdt in Kiefernnadeln verdndert.

Ergebnisse

Im diesjahrigen Nadeljahrgang ist bei den Applikationspflanzen die Volumen-GST-Aktivitdt
gegeniiber den Kontrollpflanzen um 10 % erhoht. Durch den gleichzeitig geringeren Anteil an
16slichem Protein ist die spezifische GST-Aktivitdt um 40 % erhoht. Im vorjdhrigen Nadeljahrgang
ist bei den belasteten Pflanzen eine um 71 % hohere Volumen-GST-Aktivitét ersichtlich, durch den
ebenfalls héheren Anteil an 16slichem Protein ist die spezifische GST-Aktivitdt nur noch um 40 %
erhoht. Signifikante Unterschiede im diesjdhrigen Nadeljahrgang konnten jedoch nicht festgestellt
werden. Beim vorjdhrigen Nadeljahrgang wurde von einer Mischprobe die Enzymaktivitit
bestimmt, wodurch keine Statistik mehr moglich ist.

Tab. 12 Volumen-GST-Aktivitidt [nkat/g FG], Gehalt an l6slichem Protein [mg/g FG] und
spezifische GST-Aktivitdt [nkat/mg] der Nadeln des aktuellen (C) und vorjdhrigen (C+1)
Nadeljahrgangs von Pinus sylvestris nach einer chronischen (0,16 ng TCA/m’) atmosphirischen
TCA-Belastung im Vergleich zur Kontrolle (n = 4).

diesjiahriger Nadeljahrgang | vorjihriger Nadeljahrgang

Kontrolle Belastung Kontrolle Belastung
Volumen-GST-Aktivitiit 2,78 +£0,71 3,08+ 1,10 1,18 2,02
losliches Protein 1,35+0,44 1,23 £0,54 0,93 1,15
spezifische GST-Aktivitit |2,29 + 1,07 3,21+ 1,83 1,27 1,79
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Diskussion

GST-Aktivititen in Koniferennadeln wurden schon von verschiedenen Arbeitsgruppen untersucht.
Sie sind im Vergleich zu anderen Nutzpflanzen relativ gering (Schroder & Berkau, 1993; Schroder
et al., 2000). Das Substratspektrum dieser Glutathion-S-Transferasen ist breit, auch wenn
Unterschiede zwischen den einzelnen Spezies existieren. Als Substrat kdnnen Herbizide wie
Alachlor, Fluorodifen und PCNB und einige Chlorbenzole dienen (Schroder et al., 2000), aber auch
aliphatische Chlorkohlenwasserstoffe, wie Methylenchlorid, Trichlorethan und Tetrachlorethen
(Schroder et al. 1997) sowie jodierte Substrate konnen umgesetzt werden. Es konnte nicht bestétigt
werden, dass Atrazin von Fichtennadeln umgesetzt wird (Schroder et al. 1990b).

Da in jiingerer Vergangenheit bekannt geworden ist, dass leicht fliichtige chlorierte Kohlenwasser-
stoffe in groBeren Konzentrationen in der Luft vorkommen und von Koniferennadeln akkumuliert
werden, wurde in verschiedenen Freilandstudien im Hinblick auf das Detoxifikationsvermdgen von
Kiefern und Fichten an unterschiedlichen Standorten die GST-Aktivitdt untersucht. In diesem
Zusammenhang wird die GST-Aktivitéit auch als Biomarker fiir Monitoringstudien von Walddko-
systemen diskutiert. Eine bestéitigende Korrelation zwischen Schadstoffgehalt bzw. geschidigten
Baumen und Enzymaktivitdt konnte dabei nicht abgesichert werden. Dennoch werden Zusammen-
hinge zwischen Schadstoffgehalt bzw. geschédigten Béumen und der GST-Aktivitdt vermutet.
Zum Teil konnten negative Korrelationen zwischen GST-Aktivitdt und leicht fliichtigen chlorierten
Kohlenwasserstoffen ermitteln werden, die jedoch nicht statistisch abgesichert werden konnten
(Plimacher & Schroder 1994).

Die Untersuchungen der GST-Aktivitét von sichtbar geschédigten Baumen zeigten in Tallagen eine
um 53 % reduzierte Aktivitdt gegeniiber gesunden Baumen (Schrdder et al. 1995). In Hohenlagen
wurde dieser Effekt nicht beobachtet. In einer neueren Freilandstudie wurde eine mogliche
Korrelation zwischen den Gehalten von Nitrophenolen und Trichloressigsdure und der GST-
Aktivitdt untersucht (Schroder et al. 2000). Diese Korrelation konnte jedoch nicht statistisch
abgesichert werden. Es zeichnete sich aber ein schwacher Zusammenhang zwischen Schadstoff-
gehalt und GST-Aktivitét ab. Nur in élteren Nadeln konnte bei einer hohen TCA-Belastung auch
eine hohere GST-Aktivitit gemessen werden. In jungen Nadeln konnte dieser Effekt nicht
beobachtet werden. Beziiglich anderer Parameter (z. B. Temperatur, Niederschlag, Seehohe und
Néhrstoffgehalt) konnte keine Korrelation festgestellt werden. Die Autoren nehmen an, dass eine
Reihe anderer, nicht erhobener Parameter die GST-Aktivitit in den Nadeln maligeblich
beeinflussen. Bei der TCA-Bestimmung sollte auch beriicksichtigt werden, dass der
Gesamtschadstoffgehalt der Nadel, also auch der kutikuldr gebundene, gemessen wird. Dieser an
der Oberflache der Nadeln gebundene Schadstoff ist nicht bioverfiigbar und beeinflusst die GST in
den Zellen nicht. Ein anderer wichtiger Punkt ist das Vorhandensein verschiedener Isoenzyme, die
unterschiedliche Substratspezifititen aufweisen und nicht mit CDNB erfafit werden konnen. Darin
kann auch eine potentielle Ursache fiir die nur sehr schwache Korrelation liegen. Anhand dieser
Ergebnisse sollte die GST-Aktivitét als moglicher Biomarker kritisch betrachtet werden.

In der vorliegenden Arbeit konnten in allen Nadelproben GST-Aktivititen gegeniiber dem
Modellsubstrat CDNB gemessen werden. Die spezifischen Aktivitdten lagen im Bereich zwischen
1,2 und 3,2 nkat/mg. Sie sind verglichen mit den in der Literatur angegebenen Werte von
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Freilandproben (0,3 - 0,8 nkat/mg) etwas hoher (Schroder & Berkau, 1993; Lange et al., 1998;
Schréder & Wolf, 1996). Ein Unterschied zwischen den Nadeljahrgidngen wurde festgestellt, wobei
der diesjdhrige Nadeljahrgang eine hohere Aktivitit aufwies als der vorjahrige. Ein solches
Verhéltnis wurde auch in Freilanduntersuchungen ermittelt (Schroder et al., 2000). Durch die
Belastung der Kiefernsdmlinge mit umweltrelevanten TCA-Konzentrationen konnte gegeniiber den
Kontrollpflanzen eine deutlich hohere GST-Aktivitit in den Nadeln ermittelt werden, die im
vorjahrigen Nadeljahrgang ausgeprégter war als im diesjdhrigen. Eine solche Induktion der GST-
Aktivitdt durch kontrollierte TCA-Belastung konnte in einer anderen Begasungsstudie ebenfalls
gefunden werden (Schroder et al. 1997). Es wurden jedoch keine vergleichenden Aussagen
beziiglich der induzierten GST-Aktivitdt und des Nadelalters getroffen. Neben der Bestimmung der
GST-Aktivitdit wurden auch die GST-Isoenzymmuster von TCA-belasteten Pflanzen und
Kontrollpflanzen untersucht. Dabei wurde ein verdndertes Isoenzymmuster mit deutlich
verdnderten Maximalgeschwindigkeiten beziiglich dem Substrat CDNB festgestellt. AuBerdem
fanden sie bei den belasteten Pflanzen eine Substratspezifitdt gegeniiber dem Substrat Ethacrylic
acid (ETA), wihrend die Kontrollpflanzen beziiglich dieses Substrates GST-Aktivitdten zeigten
(Schroder et al. 1997). Sie nahmen an, dass die TCA-belasteten Kiefernpflanzen als Adaptions-
mechanismus mit der Induktion verschiedener Isoenzyme des Detoxifikationsmetabolismus
reagieren. Ein solch verdndertes GST-Isoenzymmuster konnte auch eine mogliche Erkldrung fiir
die in dieser Arbeit gefundene hohere GST-Aktivitdt sein. Die stérkere Beeinflussung des
vorjahrigen Nadeljahrgangs konnte durch eine hohere TCA-Konzentration in der Nadel
hervorgerufen werden. Die Tatsache, dass TCA in den élteren Nadeln in hoheren Konzentrationen
vorkommt, wurde schon in verschiedenen Untersuchungen festgestellt (siche Kap. 2.1.5).

4.2.2.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Durch die Belastung von Pinus sylvestris mit atmosphirischer TCA konnten folgende Wirkungen
festgestellt werden:

Photosynthese und Pigmentgehalt:

akute TCA-Belastung (4 Tage; 262ug TCA/m’):

e signifikante Erniedrigung der effektiven Quantenausbeute des PS II mit stirkerer Beein-
flussung der jiingeren Nadeln

chronische TCA-Belastung (50 Tage; 0,16 ng TCA/m’):
e Jleichte Erh6hung der effektiven Quantenausbeute des PS II in beiden Nadeljahrgéngen

o signifikante Verringerung des Pigmentgehaltes im diesjahrigen Nadeljahrgang bei einer
gleichzeitigen Erhohung des Verhéltnisses von Chl a/ Chl b

e leichte Erniedrigung des Chlorophyllgehaltes im vorjdhrigen Nadeljahrgang bei gleich-
bleibendem Verhéltnis von Chl a/ Chl b.

Anhand der Bestimmung der effektiven Quantenausbeute des PS II und des Pigmentgehaltes
konnte ein Einfluss atmosphirischer TCA auf die Photosynthese der Nadeln von Pinus sylvestris
sowohl bei der akuten, als auch bei der chronischen TCA-Belastung festgestellt werden.
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Stickstoffmetabolismus:

akute TCA-Belastung (4 Tage; 262 ug TCA/m’):
e keine Verdnderungen im Gesamtstickstoffgehalt

e Erhohung der "N-Inkorporation in die NPN- und Proteinfraktion im diesjahrigen Nadeljahr-
gang und Erniedrigung im vorjihrigen Nadeljahrgang

chronische TCA-Belastung (50 Tage; 0,16 ng TCA/m’):

e leichte Erhohung der '"N-Inkorporation in der NPN- und Proteinfraktion des diesjdhrigen
und vorjdhrigen Nadeljahrgangs mit stirkerer Beeinflussung der Proteinfraktion

e leichte Erniedrigung der NIR-Aktivitdt im diesjdhrigen Nadeljahrgang und leichte Erh6hung
im vorjdhrigen Nadeljahrgang.

N-Tracerstudien zeigen einen Einfluss akuter TCA-Konzentrationen auf die Stickstoffaufnahme
der Nadeln von Pinus sylvestris, wobei es grole Unterschiede zwischen dem vorjéhrigen und dem
diesjahrigen Nadeljahrgang gibt.

GST-Aktivitét:

chronische TCA-Belastung (50 Tage; 0,16 ng TCA/m’):

e crhohte spezifische GST-Aktivitdt mit starkerer Ausprdgung im vorjihrigen Nadeljahrgang.
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4.2.3 Atmosphirische TCA-Belastungen genetischer Differenzierungen

von Cirsium arvense

Zu den wichtigsten Komponenten des globalen Wandels, der sich in den letzten Jahrzehnten auf
der Erde vollzogen hat, zihlten unter anderem auch Beeinflussung, Verdnderung und Verlust der
biologischen Vielfalt. Die Kenntnisse iiber die Wirkung anthropogener Luftschadstoffe auf die
genetische Vielfalt einer Art sind noch sehr liickenhaft. Aufgabe dieser Studie war es, unter-
schiedliche genetische Herkiinfte von Cirsium arvense nach atmosphéirischer TCA-Belastung
biochemisch und 6kotoxikologisch zu charakterisieren. Dazu wurden 5 Monate alte Pflanzen von
Cirsium arvense (Ackerkratzdistel), die von verschiedenen Standorten isoliert wurden, angezogen
(siche Kap. 3.2.4.1). Es wurde davon ausgegangen, dass sich diese Pflanzen hinsichtlich ihres
Genotyps unterscheiden. Nach der Belastung wurde das Blattmaterial in unterschiedliche
Blattaltersgruppen aufgeteilt.

Im ersten Versuch wurden je vier ménnliche Pflanzen der Herkunft Pl exponiert, um die
Abweichungen innerhalb eines Genotyps zu untersuchen. In den darauf folgenden drei Wieder-
holungsversuchen wurde je eine weibliche Pflanze der Herkiinfte P2, P3, P4 und P5 herangezogen.
Appliziert wurden jeweils 200 ug TCA/m’ iiber vier Tage (siche Kap. 3.2.4.2). Als Wirkungs-
parameter wurde der Stickstoffmetabolismus mit Hilfe der '*N-Tracertechnik und die
Photosynthese durch Bestimmung der effektiven Quantenausbeute des PS II in unterschiedlichen
Blattaltersgruppen untersucht.

4.2.3.1 Photosynthese

Wie im Kap. 2.2.2 bereits erwéhnt, ist die Photosynthese ein essentieller Stoffwechselprozess, der
Energie und Reduktionsdquivalente liefert und durch viele Faktoren beeinfluft werden kann.
Innerhalb der Population einer Art bilden sich jedoch genetische Differenzen hinsichtlich der
photosynthetischen Eigenschaften heraus, die fir die Anpassung an verdnderte Umwelt-
bedingungen wichtig sein kdnnen (Zhang et al., 1993; Dudley, 1996). Mit Hilfe der Bestimmung
der effektiven Quantenausbeute des PS II konnen Unterschiede im Einfluss atmosphérischer TCA
zwischen den verschiedenen genetischen Herkiinften ermittelt werden.

Ergebnisse

Im Anhang Tab. 31 sind die ermittelten Werte der effektiven Quantenausbeute des PS II der
Kontrollpflanzen aufgelistet. Daraus ist ersichtlich, dass die effektive Quantenausbeute in den
jingeren Blattern (Blattaltersgruppe A-C) im allgemeinen grofer ist, als in den &lteren. Signifikante
Unterschiede zwischen den Herkiinften sind nicht vorhanden. Es lésst sich jedoch feststellen, dass
P2 generell hohere Werte aufweist. Im Mittel kann folgende Reihenfolge, beginnend mit der
hochsten effektiven Quantenausbeute, aufgestellt werden: P2 > P4 > P5 > P3.

Die effektive Quantenausbeute des PS II lag nach dem Begasungsversuch sowohl bei der
Kontrolle, als auch bei der Belastung im Bereich zwischen 0,75 und 0,83 (Abb. 23). Es konnten
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keine signifikanten Verdnderungen infolge der TCA-Belastung festgestellt werden. Es ist jedoch
erkennbar, dass die jlingsten Blétter, also Blattaltersgruppe A, eine Hemmung gegeniiber der
Kontrolle bei allen Genotypen zeigten, wobei P5 die stirkste Hemmung aufweist. Bei den anderen
Blattaltersgruppen konnten zum Teil Forderungen, aber auch Hemmungen je nach Genotyp fest-
gestellt werden; sie weisen aber keine Einheitlichkeit auf. Signifikante Unterschiede zwischen den
Herkiinften konnten nicht ermittelt werden. Als Trend ldsst sich erkennen, dass P2 auch in den
alteren Blattaltersgruppen vorwiegend mit einer Hemmung reagiert. P4 hingegen zeigte die grofite
Forderung gegeniiber den anderen Genotypen. Folgende Reihenfolge mit zunehmender Hemmung
der effektiven Quantenausbeute kann festgestellt werden: P4 > P5 > P3 > P2.
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Abb. 23 Relative effektive Quantenausbeute des PS II unterschiedlicher Herkiinfte von Cirsium
arvense nach einer atmosphirischen TCA-Belastung mit 200 pg TCA/m’ in Abhingigkeit von der
Blattaltersgruppe A - E (n = 2).

Diskussion

In Kap. 4.2.2.1 wurde bereits der Einfluss atmosphérischer TCA auf die Photosynthese des PS II
bei Pinus sylvestris diskutiert. Dort konnte bei einer 4-tigigen Belastung mit 262 pug TCA/m’ eine
signifikante Verringerung der effektiven Quantenausbeute des PS II ermittelt werden, was einen
Einfluss der TCA auf den photosynthetischen Apparat vermuten ldsst. In Studien mit isolierten
Thylakoiden wurde der direkte Einfluss von TCA auf den photosynthetischen Elektronentransport
untersucht (Govindjee et al., 1997). Es kann vermutet werden, dass die Substanz dhnlich wie
klassische PS II-Hemmer den Elektronenfluss durch Bindung in der Q,Qg-Region des D1/D2-
Komplexes verhindert (siche Diskussion Kap. 4.2.2.1). Verdnderungen dieses D1/D2-Komplexes
durch genetische Differenzierung kénnten Unterschiede in der Wirkung von TCA hervorrufen. So
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konnten Abweichungen in der effektiven Quantenausbeute zwischen Wildtypen und Atrazin
resistenten Pflanzen von Amaranthus hybridus gefunden werden (Arntz et al., 2000). Arntz et al.
vermuten, dass Mutationen im D1-Protein, die die Atrazinresistenz bewirken, die Kinetik des
Elektronentransfers im PS II verdndern.

Signifikante Abweichungen in der Chlorophyllfluoreszenz zwischen den einzelnen Herkiinften
konnten sowohl in den Kontrollpflanzen, als auch in der Wirkung von atmosphérischer TCA bei
den belasteten Pflanzen nicht ermittelt werden. Es ldsst sich erkennen, dass P2 die genetische
Herkunft ist, die ohne dic TCA-Belastung die hochste effektive Quantenausbeute aufweist, aber
auch empfindlicher auf die TCA-Belastung reagiert.

Im Gegensatz zu Pinus sylvestris (Kap. 4.2.2.1) konnte keine signifikante Wirkung der TCA auf
die effektive Quantenausbeute des PS II bei Cirsium arvense gefunden werden. Generell reagierten
die jlingeren Blitter (Blattaltersgruppe A) mit einer Abnahme der Quantenausbeute, die jedoch
nicht groBer als 2 % war. Die élteren Blétter (Blattaltersgruppe B - E) zeigten Forderungen bis zu
6 %. Daraus ist erkennbar, dass die jungen Blétter sensitiver gegeniiber der atmosphérischen TCA
sind. Ein dhnliches Bild zeigte sich bei Pinus sylvestris, wo die jiingeren Nadeln auch die hohere
Sensitivitit aufwiesen. Unterschiedliche TCA-Aufnahmeraten, aber auch hohere Stoffwechsel-
leistungen konnten Griinde fiir die groBiere Empfindlichkeit der jungen Blétter sein.

4.2.3.2 Stickstoffmetabolismus

Ergebnisse

Im ersten Versuch wurden 4 ménnliche Cirsium arvense Pflanzen des Genotypes P4 mit
atmosphérisch getragener TCA belastet, um cine Abweichung der Pflanzen untereinander zu
ermitteln. In allen Bléttern der drei untersuchten Altersgruppen kommt es durch die TCA-
Belastung zu einer Hemmung der '°N-Inkorporation in die NPN-Fraktion. Die Proteinfraktion zeigt
bei den jiingeren Blittern geringe Hemmungen und bei den élteren Blattern sogar eine leichte
Forderung. Es lésst sich erkennen, dass die jungen Blitter eine stirkere Hemmung aufweisen.
Infolge der hohen Variabilitit der einzelnen Pflanzen (Standardabweichungen zwischen 35 % und
60 %), sind die Unterschiede nicht statistisch abzusichern.
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Abb. 24 Relative "NO;™ -Inkorporation in die NPN- und Proteinfraktion der Blitter von Cirsium
arvense der Herkunft P4 nach einer atmosphirischen TCA-Belastung von 200 pg TCA/m’ in
Abhéangigkeit von der Altersgruppe A - C.

In den drei weiteren Begasungsversuchen wurden 4 verschiedene genetische Herkiinfte mit TCA
belastet. Die Ergebnisse der relativen '’N-Inkorporationen [% der Kontrolle] in die Gesamtstick-
stofffraktion sind zwischen den 3 Expositionen zum Teil sehr unterschiedlich und im Anhang in
Tab. 27 aufgelistet. Bei einer mehrfraktionellen ANOVA-Analyse in der Altersgruppe C, bei der
die drei Expositionen als Wiederholung angesehen wurden, ist nur in der Proteinfraktion ein
signifikanter Unterschied in der TCA-Wirkung zwischen den vier Herkiinften ersichtlich. In der
NPN-Fraktion und in den anderen Altersgruppen konnten keine statistisch abgesicherten
Differenzen in der Wirkung von TCA zwischen den verschiedenen Herkiinften ermittelt werden.
Da die Pflanzen bei den verschiedenen Expositionen auch ein unterschiedliches Alter aufwiesen,
kann nicht von Parallelwerten ausgegangen werden.

Zur Auswertung der Ergebnisse wurde nur die °N-Inkorporation in die Gesamtstickstofffraktion
herangezogen, die zunichst prozentual zur Kontrolle berechnet wurde. Fiir den Vergleich der
einzelnen Herkiinfte untereinander wurden anschlieBend diese Ergebnisse bei einer genetischen
Herkunft 100 % gesetzt und das prozentuale Verhéltnis der anderen genetischen Herkiinfte dazu
berechnet. In der Abbildung 25 sind die Ergebnisse graphisch dargestellt. Daraus ist ersichtlich,
dass P5 die Herkunft ist, die im Verhaltnis zu den anderen Herkiinften die geringste relative '"N-
Inkorporation aufweist.
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Abb. 25 Relative ""N-Inkorporation in die Gesamtstickstofffraktion von Cirsium arvense in
Abhingigkeit von Blattaltersgruppe und Expositionsversuch. Dargestellt sind die Ergebnisse von
P3, P4 und P5 im Verhéltnis zu P2.

Der Genotyp P2 reagierte bei Exposition 2 und 3 in allen Altersgruppen mit der hochsten relativen
N-Inkorporation. Der Genotyp P4 weist bei der ersten und dritten Exposition in der Blattalters-
gruppe B und C die hochsten '"N-Inkorporationen auf. Bei dem Genotyp P3 hingegen ist generell
kein Trend ersichtlich. Er weist nur bei der ersten Exposition bei den jlingsten Bléttern die hochste
"N-Inkorporation auf. In der Blattaltersgruppe C lisst sich folgende Reihenfolge mit zunechmender
Hemmung der relativen *N-Inkorporation ermitteln: P2 > P4 > P3 > P5. Signifikante Unterschiede

zwischen den einzelnen Genotypen konnten in der Gesamtproteinfraktion jedoch nicht ermittelt
werden.
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Diskussion

Seit der Konvention iiber die biologische Vielfalt von 1992 in Rio de Janeiro riickt dieser Begriff
verstérkt in das 6ffentliche Interesse. Die biologische Vielfalt bedeutet die Variabilitét der lebenden
Organismen jeglicher Herkunft. Sie erstreckt sich sowohl auf das Gebiet der Okosysteme, als auch
auf das der Arten und der genetischen Vielfalt innerhalb einer Art (Weigel, 1997).

Bedeutung der Biodiversitit im Okosystem

Jedes Lebewesen wird durch verschiedene Faktoren seiner Umwelt beeinflusst. Dabei zeigt jeder
Organismus innerhalb einer Population ein individuelles Reaktionsvermogen auf einen bestimmten
Umweltfaktor, der auch als Selektionsfaktor angesehen werden kann. Dieses flexible Reaktions-
vermogen der Einzelglieder einer Population auf verschiedene Umwelteinfliisse gewihrleistet die
Existenz der Population durch Ausgleich von Schwankungen. Dabei ist das Mal} der genetischen
Variationsbreite entscheidend fiir die Anpassungsfahigkeit an Umwelteinfliisse (Otto, 1994). Es
sind die Organismen mit denjenigen Allelen iiberlegen, die mdglichst wenig von den wachstums-
und entwicklungshemmenden Faktoren beeinflusst werden, aber schnell auf fordernde Einfliisse
reagieren konnen (Giinther, 1991). Die Allelfrequenz einer Population ist nicht stabil. Sie ist
zeitlich und rdumlich variabel und wird durch Mutation, Selektion, Migration und Zufalls-
wirkungen beeinflusst.

Infolge der beschleunigten Zerstorung natiirlicher Habitate und der rasch zunehmenden Umwelt-
verschmutzung ist die Aussterberate erhoht und wird auf das 10- bis 100-fache gegeniiber dem
geschichtlichen Hintergrund geschitzt (Pimm et al., 1995), wobei das Problem des Diversitits-
verlustes nicht nur auf Wildarten begrenzt ist, sondern auch auf landwirtschaftliche Ziichtungen
zutrifft.

Auf der anderen Seite konnen Populationen in fremde Lebensraume eindringen, die sie vorher nicht
bewohnt haben (Invasion). In vielen Féllen verschwinden die Invasoren wieder; sie kdnnen sich
jedoch auch stark vermehren und etablieren und somit einen neuen Lebensraum erfolgreich
besiedeln (Kuttler, 1993). Einheimische Arten konnen dabei verdrangt werden. Nun stellt sich die
Frage, warum es manche Arten schaffen, sich erfolgreich anzusiedeln, und welche Faktoren dabei
eine Rolle spielen.

Biodiversitdt und Schadstofte, speziell TCA

Chemische Kontaminationen kdnnen die biologische Vielfalt dndern, was sich z. B. in der
Population durch verdnderte Allelfrequenz zeigt. Dabei gibt es die Moglichkeit, dass die genetische
Variation in der Population durch Mutationen ansteigt oder infolge von Engpéssen sinkt. Studien
zeigen jedoch, dass der Riickgang der genetischen Variation der haufigste Effekt ist (Bickham et al.
2000; Longauer et al. 2001). Die Folge der Umweltverschmutzung ist primér nicht der Riickgang
der Populationsgréf3e, sondern ein Verlust ihrer genetischen Diversitt.

Trichloressigsédure als sekunddrer Luftschadstoff ist ubiquitér prisent, die Konzentrationen sind
jedoch lokal sehr verschieden (Frank et al., 1994; 1995; Mc Culloch, 2002). Sie kann als
Selektionsfaktor auf eine Population einwirken. Manche Arten sind in der Lage, dem Stress durch
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phénotypische Verdnderungen entgegen zu wirken. Es kdnnen sich jedoch auch durch genetische
Anpassung neue Okotypen herausbilden, oder besser angepasste Genotypen einer Art konnen in die
Population eindringen und die bereits vorhandenen verdrdngen. Diese vorhandenen Arten haben
die Moglichkeit, sich in suboptimalen Rdumen zu etablieren, durch Migration in andere Gebiete
auswandern, oder sie sterben aus (Otto, 1994).

In den Untersuchungen dieser Arbeit konnten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des
Einflusses atmosphirischer Trichloressigsiure auf die '*N-Inkorporation in unterschiedlichen
Stickstofffraktionen zwischen den einzelnen Herkiinften von Cirsium arvense ermittelt werden. Es
stellte sich jedoch heraus, dass der Genotyp P5 mit der stirksten Hemmung der '*N-Inkorporation
in die Gesamtstickstofffraktion der dlteren Blatter reagiert.

Die Wirkung von TCA auf Pflanzen ist vielseitig (siche Kap. 2.1.6). Schadsymptome, wie
Wachstumsinhibierung, aber auch morphologische und zahlreiche biochemische Veridnderungen in
der Zelle konnten beobachtet werden. Mit der '’N- Inkorporation kann der Einfluss auf die
metabolische Aktivitdt der Pflanze untersucht werden. Im ménnlichen Genotyp P5 konnte eine
deutliche Hemmung des "N-Einbaus in die Nichtproteinfraktion ermittelt werden, wobei die
jingeren Blitter die stirkste Hemmung aufweisen. Die Proteinfraktion wurde weniger stark beein-
flusst. Mit diesem Ergebnis ist eine Verminderung der metabolischen Aktivitit durch TCA

hauptséchlich bei den jiingeren Blattern von Cirsium arvense nachweisbar.

Die anderen Genotypen zeigten bei den drei Wiederholungsversuchen zum Teil sehr unterschied-
liche relative '“N-Inkorporationen. Ein Trend ist dabei nicht ersichtlich. Es konnten sowohl

Hemmungen, als auch Foérderungen ermittelt werden.

Anhand dieser Studie kann davon ausgegangen werden, dass die Trichloressigsdure den Stickstoft-
metabolismus von Cirsium arvense beeinflusst. Damit kann sie grundsatzlich als Selektionsfaktor
angesehen werden. Die in dieser Arbeit untersuchten genetischen Herkiinfte von Cirsium arvense

zeigten jedoch in der ’N-Inkorporation keine einheitlich differenzierte Reaktion darauf.

4.2.3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

e Eine 4-tigige Belastung von 200 pg TCA/m’ hat keinen signifikanten Einfluss auf die
effektive Quantenausbeute des PS II bei Cirsium arvense. Es ist eine leichte Hemmung,
besonders bei den jlingsten Blittern, erkennbar.

e Die Trichloressigsdure beeinflusst den Stickstoffmetabolismus dieser Pflanze, wobei das
Ausmal} vom Blattalter abhingig ist.

e Es gibt keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Herkiinften, dennoch
sind leichte Differenzen ersichtlich.

e Die Kontrollpflanzen der genetischen Herkunft P2 wiesen bei der Chlorophyllfluoreszenz
die hochste effektive Quantenausbeute des PS II auf. Diese genetische Herkunft reagierte
ebenfalls bei der effektiven Quantenausbeute mit der grofften Empfindlichkeit auf die TCA-
Belastung. Hinsichtlich der °N-Inkorporation reagierten diese Pflanzen mit der geringsten

Hemmung.
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4.3 Versuchsebene 3: Freilandahnlicher Versuch in open-top

Kammern

In Ergidnzung zu den Expositionsuntersuchungen wurde im Rahmen eines Biomonitoringprojektes
die Wirkung von atmosphéarischem Tetrachlorethylen, als Vorstufe der TCA, bei Pinus sylvestris
und Betula pendula auf ihren Stickstoffstoffwechsel und den Wassergehalt untersucht.

Die Versuche fanden in einem Kiefernforst bei Taura (Sachsen) statt. In open-top-Kammern
befanden sich ca. 8 Jahre alte in situ gewachsene Kiefern aus einer Naturverjiingung und 5 Jahre
alte getopfte Birkenpflanzen. In der Applikationskammer wurden die Pflanzen mit
atmosphérischem Tetrachlorethylen (TECE) belastet. Die Pflanzen in der Kontrollkammer mit
Umgebungsluft dienten als Referenz. Die Belastung mit TECE (20 ml/Woche) erfolgte im
Zeitraum 30.05.2001 bis 20.12.2001. Die Tracerapplikation fand 12 Wochen nach Beginn des
Versuches am 15.08.2001 statt. Als Wirkungsendpunkte wurden der Stickstoffmetabolismus durch
die Ermittlung der °N-Inkorporation und der Wassergehalt der Nadeln herangezogen.

4.3.1 Stickstoffmetabolismus und TCA-Gehalt

Die Bildung von TCA aus Tetrachlorethylen der Atmosphére durch Photooxidation mit OH- bzw.
Cl- Radikalen wurde von Frank (1988, 1991) und Frank et al. (1990, 1994) postuliert und gilt
derzeit als gesichert. Die Jahresemission von TECE lag in Europa von 1988 bis 1992 zwischen 104
und 128 x 10’ t und die durchschnittliche Konzentration in der Luft lag in Deutschland und in der
Schweiz im Bereich zwischen 10 und 250 pptv. Die atmosphirische Aufenthaltsdauer dieser
Substanz wird mit t = 4 Monaten angegeben (McCulloch & Midgley, 1996).

Ergebnisse

In Abb. 26 ist die "N-Inkorporationen in die Nadeln von Pinus sylvestris und in die Blitter von
Betula pendula iber vier bzw. drei Monate graphisch dargestellt. In beiden Pflanzenarten ist eine
Erhohung der ""N-Konzentration innerhalb des Zeitraumes sichtbar. Die natiirlichen Haufigkeiten
von "N in Pinus sylvestris vor der Tracerapplikation liegen im Bereich zwischen -5,97 und
9,97 8 %o (siche Anhang Tab. 32). Die "“N/"°’N-Isotopenverhiltnisse sind bei den belasteten
Pflanzen, verglichen mit der Kontrolle, in beiden Pflanzenarten hoher. Bei der letzten Probenahme
sind die Unterschiede zwischen Belastung und Kontrolle signifikant (p < 0,05). Die gemessenen
"N-Hsufigkeiten sind in den Kiefernnadeln wesentlich geringer (angegeben in '*N & %o) als in den
Birkenblittern (angegeben in N at.-% exc.).
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Abb. 26 “NO;" -Inkorporation in die Nadeln von Pinus sylvestris und in die Blitter von Betula
pendula wiahrend einer atmosphirischen TECE-Belastung (20 ml Kammervolumen/Woche) in
Abhéangigkeit vom Probenahmezeitpunkt im Vergleich zur Kontrolle (n = 3; * p <0,05).

Der Stickstoffgehalt der Proben aller Probenahmezeitpunkte ist in Abb. 27 graphisch dargestellt.
Daraus ist ersichtlich, dass bei den Nadeln von Pinus sylvestris der Stickstoffgehalt zwischen 1 und
1,8 % TG liegt und mit der Zeit zunimmt. Die Blitter von Betula pendula weisen hingegen einen
hoheren Stickstoffgehalt auf (zwischen 1,9 und 2,4 %). Eine leichte Zunahme ist nur bis zum 11.9.
sichtbar, danach ist der Stickstoffgehalt deutlich reduziert. Im Vergleich zur Kontrolle weisen die
belasteten Pflanzen deutlich geringere Stickstoffgehalte auf, bei den Kiefernpflanzen ist der
Unterschied signifikant (p < 0,05).

Bei diesem Versuch wurden die ermittelten TCA-Gehalte, die in Tabelle 13 zusammengefasst sind,
fiir die Auswertung mit herangezogen.
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Abb. 27 Stickstoffgehalt der Nadeln von Pinus sylvestris und der Blitter von Betula pendula bei
atmosphérischer TECE-Belastung (20 ml/Woche) und Kontrolle in Abhéngigkeit vom Probe-
nahmezeitpunkt (n = 3; * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

Tab. 13 TCA-Gehalte der Nadeln von Pinus sylvestris und der Blatter von Betula pendula in ng/kg
FG zum angegebenen Zeitpunkt wihrend einer TECE-Belastung (20 ml/ Woche) ab dem
30.05.2001 (n = 4).

Datum Pinus sylvestris Betula pendula
TECE-Belastung | Kontrolle | TECE-Belastung |Kontrolle
22.08.2001 |62+13 512 203 £ 18 3+£0,8
11.09.2001 |29+13 51 638 £ 178 26t1
23.10.2001 |328 £244 810 571 £ 256 1£0,6
03.12.2001 [ 157+ 15 7x1 561 £104 1£0,6
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Anhand der Tabelle 13 ist ersichtlich, dass es durch eine TECE-Belastung in der Atmosphire zu
einer hoheren TCA-Konzentration in den Nadeln von Pinus sylvestris und den Bléttern von Betula
pendula gegeniiber unbelasteten Pflanzen kommt. Eine Korrelationsanalyse zwischen dem TCA-
Gehalt und der ""N-Inkorporation ergab bei Pinus sylvestris einen Korrelationskoeffizienten von
0,57 und bei Betula pendula von 0,49. Die Korrelation ist im Anhang in Abb. 2 graphisch
dargestellt.

Diskussion

In diesem Versuch wurde die atmosphérische Belastung mit der TCA-Vorldufersubstanz Tetra-
chlorethylen auf zwei verschiedene Waldbaumarten, die Kiefer Pinus sylvestris und die Birke
Betula pendula, unter naturnahen Bedingungen simuliert. Temperatur, Luftfeuchtigkeit sowie die
Lichtintensitit in der Kammer war wihrend der Versuchsdauer unterschiedlich und abhingig von
den natiirlichen Gegebenheiten. Durch die PVC-Folie der Kammer entsprach das Klima in der
Kammer (Wind, Temperatur, Luftfeuchte) nicht exakt den dufleren Bedingungen.

Die zwei Baumarten gleichen sich in ihrem 6kologischen Verhalten dahingehend, dass sie beide,
besonders in der Jugend, einen hohen Lichtbedarf aufweisen und ansonsten geringe Standort-
anspriiche besitzen (Roloff, 2001). Die Birke z#éhlt zu den Pionierbaumarten und ist sehr
anspruchslos gegeniiber den Néhrstoffverhdltnissen, kann jedoch auch in begrenzten Gebieten
Reinbestinde ausbilden (z. B. in groBeren Gebieten Russlands). Die Kiefer wird in iiber 20 % der
Waldflache Deutschlands angebaut. Sie gedeiht auf feuchten, sehr trockenen, sowie sehr sauren
und schwach alkalischen Bdden und weist eine weite 6kologische Amplitude auf (Roloff, 2001).

Die TECE-Konzentration in der Atmosphéire der Kammer konnte in diesem Versuch nicht
angegeben werden. Es ist anzunehmen, dass sie zu Beginn jeder Applikation sehr hoch ist, jedoch
infolge des atmosphérischen Transportes und des Abbaus schnell wieder absinkt. Die Bildung von
TCA ist stark von der Temperatur sowie den Ausgangskonzentrationen abhéngig (Folbert & Putz,
1999) und ist auch in der Kammer zeitlich sehr unterschiedlich. Neben der Bildung von TCA in der
Atmosphire der Kammer und der nachfolgenden Aufnahme in die Pflanze ist es auch moglich,
dass die Vorldufersubstanz von den Pflanzen aufgenommen und anschlieend im Pflanzenmaterial
zu TCA umgewandelt wird (Hoekstra et al., 1999).

In diesem Versuch konnte eine erhohte TCA-Konzentration in den Nadeln von Pinus sylvestris und
in den Blittern von Betula pendula durch die atmosphérische TECE-Belastung ermittelt werden,
wobei in den Birkenblattern hohere Werte gegeniiber den Kiefernnadeln vorliegen. Dies kdnnte an
unterschiedlichen Aufnahme- bzw. Bildungsraten von TCA im Pflanzenmaterial liegen. Welche
Prozesse daran beteiligt sind und in welchem Verhiltnis sie liegen, kann in dieser Arbeit nicht
beurteilt werden. Es konnte jedoch bestitigt werden, dass die TCA aus Tetrachlorethylen gebildet

wird.

Die TECE-Belastung bewirkt in beiden Pflanzen eine Veridnderung in der Stickstoffaufnahme und
im Stickstoffgehalt. Wahrend der Stickstoffgehalt in den belasteten Pflanzen generell geringer war,
konnte bei der '"’N-Inkorporation eine Erhohung festgestellt werden. Eine erhohte '“N-In-
korporation infolge atmosphérischer Schadstoftbelastung wurde bereits in verschiedenen Studien
unter standardisierten Bedingungen ermittelt (Jung et al., 1994; Mdcker et al., 1996; Schweizer et
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al., 2000). Auch in dieser Arbeit konnte bereits bei den kontrollierten Begasungen mit
atmosphirischer TCA eine hohere '"N-Inkorporation in die Nadeln von Pinus sylvestris ermittelt
werden (siehe Kap. 4.2.2.2).

Die ""N-Inkorporation ist ein Indikator fiir die metabolische Aktivitit, die durch die Einwirkung
verschiedener Stressoren erhoht sein kann (Brunold et al., 2000). Es werden vermehrt Schutz-
proteine oder Detoxifikationsenzyme gebildet, was einen erhohten Stickstoffbedarf zur Folge hat,
der sich in einer hoheren "N-Inkorporation zeigt. Durch eine mdgliche Inaktivierung der Proteine
durch die TCA (siche Kap. 2.1.6) und der dadurch bedingten Neusynthese kann ebenfalls ein
erhohter Stickstoffbedarf vorliegen. Die sensitive Methode zur Bestimmung der metabolischen
Aktivitit iiber die '"N-Inkorporationsraten wurde auch in Freilandversuchen schon zur Immissions-
iberwachung mittels aktivem Biomonitoring erfolgreich eingesetzt (Hafner et al. 2002). Dabei
konnte ebenfalls in Gebieten mit groBerer atmosphiarischer Verschmutzung eine hohere '*N-Inkor-
poration in die Testpflanzen (Tropaecolum majus und Solanum lycopersicum) gegeniiber einem

Kontrollstandort ermittelt werden.

Um abschétzen zu konnen, ob die Verdnderungen der metabolischen Aktivitdt im direkten
Zusammenhang mit dem TCA- Gehalt in den Bléttern stehen, wurde eine Korrelationsanalyse
zwischen dem gemessenen TCA-Gehalt und der '"N-Inkorporation durchgefiihrt. Sie ergab bei
Betula pendula einen Korrelationskoeffizienten von 0,49 und bei Pinus sylvestris von 0,57. Damit
ist eine leichte positive Korrelation vorhanden. Die '"N-Inkorporation ist nicht nur allein vom
TCA-Gehalt, sondern auch von vielen anderen Faktoren, wie z. B. anderen anthropogenen Ein-
flissen, die im Freiland vorhanden sind, der individuellen Physiologie der Pflanzen und der
Verfiigbarkeit des "NO5” im Boden abhingig.

Bei dem Stickstoffgehalt wurde eine Erniedrigung in den belasteten Pflanzen festgestellt, die
jedoch auch schon vor der Tracergabe vorhanden war. Der Stickstoffgehalt ist ein Parameter fiir die
langerfristige Reaktion der Pflanze auf Stress und muss von der metabolischen Aktivitdt abgegrenzt
werden. Hier spielt moglicherweise eine Stickstoffspeicherung, die bei den Kontrollpflanzen héher
ist, eine wesentliche Rolle.

Beide Pflanzenarten reagierten gleichgerichtet auf die Schadstoftbelastung, wobei bei Betula
pendula in der "N-Inkorporation die Abweichungen zwischen den Parallelbiumen geringer war.
Dies lésst sich darauf zuriickfiihren, dass sich ihr Wurzelraum in einem geschlossenen Gefi3 mit
einheitlicher Erde befand. Die Stickstoffdynamik im Boden (siche Kap. 4.4) ist von vielen
Faktoren, wie Feuchtigkeit, pH-Wert, Durchliiftung und Bodentextur abhidngig und kann in einem
offenen System lokal sehr verschieden sein (Josef, 1999). In geschlossenen GefdB3en unter gleichen
Bedingungen ist davon auszugehen, dass sie grundsitzlich dhnlich ist. AuBlerdem wiesen die
Pflanzen von Betula pendula aus der Ziichtung eine einheitliche Grofle auf, was bei den natiirlich

gewachsenen Pinus sylvestris nicht gegeben war.
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4.3.2 Wassergehalt

Ergebnisse

Der Wassergehalt von Pinus sylvestris schwankt zwischen 50 und 65 % und ist am 15.08. 2001 am
niedrigsten (siche Anhang Tab 34 und 37). Zwischen Belastung und Kontrolle ist kein Unterschied
erkennbar. Die Blitter von Betula pendula weisen einen niedrigeren Wassergehalt, der zwischen 34
und 45 % liegt, auf. Am niedrigsten ist er am 23.10.2001. Zu diesem Zeitpunkt weist die Belastung
gegeniiber der Kontrolle signifikant geringere Werte auf.

Diskussion

Der Wassergehalt in den Pflanzen wurde durch die Belastung nicht beeinflusst. Trichloressigsdure
ist in der Lage, die Lipidsynthese zu hemmen und wird deswegen auch den Lipidsynthesehemm-
stoffherbiziden zugeordnet (Hilton, 1959; Hock, 1995). Besonders betroffen sind dabei die
langerkettigen Fettsduren, die am Aufbau der epikutikuldren Wachsschicht beteiligt sind. Eine
Verringerung dieser Schutzschicht hat eine erhdhte Transpiration zur Folge (Youngman & Elstner,
1987). Kann der Wasserbedarf nicht gedeckt werden, trocknet die Pflanze aus. Das konnte in
diesem Versuch nicht festgestellt werden. Vermutlich konnte der erhohte Wasserbedarf vollstandig
gedeckt werden. Die Birken wiesen nur am 23.10.2001 (4. Probenahme) einen geringeren Wasser-
gehalt bei der Belastung auf. Dies ldsst sich vermutlich durch die jahreszeitliche Seneszenz, die
zusitzlich zu der Schadstoffbelastung auftritt, erkldren. Gestresste Pflanzen konnten mit einer
verfrithten Seneszenz reagieren (Schlee, 1992), die sich durch stirkeres Austrocknen der Pflanzen
zeigt.

4.3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

e Durch die atmosphérische Belastung mit Tetrachlorethylen kommt es zu hoheren TCA-
Gehalten in den Nadeln von Pinus sylvetris und den Blattern von Betula pendula.

e Diese Schadstoffbelastung fiihrt zu einer erhéhten metabolischen Aktivitdt, die sich in einer
erhohten °N-Inkorporation zeigt.

o Der Stickstoffgehalt als ein allgemeiner Stressparameter ist in den belasteten Pflanzen
geringer.
e Die atmosphirische TECE-Belastung fithrt zu keiner Verdnderung im Wassergehalt der

Blitter beider Pflanzen.

Eine Erhohung des TCA-Gehaltes der Nadeln von Pinus sylvetris und der Blitter von Betula
pendula nach atmosphérischer TECE-Belastung konnte festgestellt werden. Diese Schadstoffbe-
lastung fiihrte zu einer Steigerung der metabolischen Aktivitat, der Wassergehalt dnderte sich nicht.
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4.4 Versuchsebene 4: Freilanduntersuchungen

Bei diesem Versuch wurde im Rahmen eines Biomonitoringprojektes der Einfluss
unterschiedlicher TCA-Konzentrationen im Boden auf die metabolische Aktivitit der Kiefern-
nadeln im Kiefernforst untersucht. Neben der *N-Inkorporation und dem Stickstoffgehalt wurde

auch der Wassergehalt analysiert.

Dieser Gieflversuch wurde in einem Waldgebiet in der Ndhe von Taura (Sachsen) mit ca. 10 Jahre
alten Kiefernbdumen aus einer Kunstverjingung durchgefiihrt. An zwei Bdumen wurden
verschiedene TCA-Konzentrationen appliziert. Bei der Probenahme wurden pro Baum zwei
Nadelmischproben entnommen. In Anlehnung an die Methodik zur Waldzustandserhebung wurde
stets der vorjdhrige Trieb des vierten Wirtels beprobt (Knabe, 1984). Die TCA-Applikation fand
am 11.04.2001 und die erste Probenahme am 02.05.2001 statt. AnschlieBend erfolgte die Tracer-
applikation. Die zwei weiteren Probenahmen erfolgten am 22.05.2001 und am 16.06.2001. Die
Pflanzen wurden wahrend des gesamten Versuches nur zur TCA-Applikation (15 Liter/Baum) und
zur “N-Applikation mit einer Tracerlosung von 0,48 g K'°NOy/l, 95 at.-% (7 Liter/Baum)
gegossen.

4.4.1 Stickstoffmetabolismus und TCA- Gehalt

Fiir die Analyse der "N-Hiufigkeiten und der TCA-Gehalte der Nadeln unterschiedlicher Wirtel
wurden am 16.08.2001 Proben von fiinf verschiedenen Wirteln (W 2-5; 7) eines Baumes (TCA-
Belastung: 0,4 mg) entnommen. In Abb. 28 sind die Ergebnisse graphisch dargestellt. Die
entsprechenden TCA-Gehalte dazu sind in Tab. 14 aufgelistet.
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Abb. 28 "NO; -Inkorporation am 16.08.2001 nach einer einmaligen Belastung von 0,4 mg TCA
am 11.04.2001 und einmaligen Tracerapplikation am 02.05.2001 in den vorjahrigen Nadeljahrgang
von Pinus sylvestris in Abhdngigkeit vom Wirtel (n = 3).
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Tab. 14 Gemessene TCA-Gehalte am 16.08.2001 nach einer einmaligen Belastung von 0,4 mg
TCA am 11.04.2001 und einmaligen Tracerapplikation am 02.05.2001 des vorjdhrigen
Nadeljahrgangs von Pinus sylvestris in Abhdngigkeit vom Wirtel (n = 1).

Wirtel | TCA-Konzentration [ug/kg FG]|
2 1.513
3 1.855
4 2.203
5 813
7 228

Es ist leicht erkennbar, dass der vierte Wirtel, der bei den Untersuchungen herangezogen wurde,
sowohl die hochste '"N-Haufigkeit, als auch die hochste TCA-Konzentration aufweist. Bei den
jiingeren Wirteln ist die '’N-Inkorporation hoher als bei den ilteren. Die Standardabweichungen
sind gering und liegen zwischen 0,6 und 6,6 %. Ein gleiches Muster ist bei der TCA-Konzentration
erkennbar. Der errechnete Korrelationsfaktor zwischen dem '"N-Gehalt und der TCA-Konzentra-
tion ist 0,99. Es existiert somit ein enger positiver Zusammenhang. Die Korrelation ist im Anhang
in Abb. 3 graphisch dargestellt.

Die Abb. 29 stellt die natiirlichen "N-Haufigkeiten vor der Tracergabe (2.5.01) sowie 20 (22.5.01)
und 45 (16.05.01) Tage nach der Tracerapplikation der einzelnen Pflanzen dar. Die natiirlichen
"N-Hiufigkeiten dieser Kiefernpflanzen liegen im Bereich zwischen -7,5 und -9,3 & %o. Dabei
zeichnet sich kein Trend zwischen den belasteten und unbelasteten Pflanzen ab (siche Anhang
Tab. 39). Nach 20 Tagen liegen die '’N-Inkorporationen im Bereich zwischen 30 und 428 & %o und
nach 45 Tagen im Bereich zwischen 40 und 460 & %o. Abgesehen von den Baumen mit der hohen
TCA-Konzentration (0,8 mg/Pflanze), ist ein Trend zur hoheren "N-Haufigkeit mit Zunahme der
Zeit ersichtlich. Ein deutlicher Einfluss unterschiedlicher TCA-Konzentrationen auf die
Nitrataufnahme und -assimilation in die Nadeln von Pinus sylvestris ist jedoch nicht erkennbar. Es
lasst sich eine hohere '"N-Inkorporationsrate bei den TCA-belasteten Pflanzen 20 Tage nach der
Tracerapplikation erkennen. Dies ist nach 45 Tagen nicht mehr ersichtlich. Die extrem grofen
Standardabweichungen resultieren aus sehr groBen Messwertschwankungen zwischen den zwei
Parallelbdumen (siche Anhang Tab. 38).

106



Ergebnisse und Diskussion

700 -
600 -
£ 500 -
Z
w400 -
[ -
2
S 300 - n B
5
£ 200 -
v
=
Z 100 - |
O _
0 0,1 0,2 0,4 0,8
-100 -

TCA-Konzentration [mg/Pflanze]

002.05.2001 Tracergabe M22.05.2001 1. Probenahme [16.6.01 2. Probenahme

Abb. 29 PNO; -Inkorporation in die Nadeln von Pinus sylvestris wihrend einer TCA-Belastung
im Wurzelraum in Abhéngigkeit von der am 11.04.2001 applizierten TCA-Konzentration und dem
Probenahmezeitpunkt (n = 4).

Der Stickstoffgehalt bezogen auf das Trockengewicht liegt im Bereich zwischen 1,14 und 1,65 %
(Abb. 30). Eine Korrelation zwischen applizierter TCA-Konzentration und Stickstoffgehalt bzw.
Probenahmezeitpunkt und Stickstoffgehalt ist bei diesem Parameter nicht erkennbar.

In Tab. 15 sind die ermittelten TCA-Gehalte aufgelistet. Daraus ist ersichtlich, dass mit steigender
TCA-Konzentration im Boden und mit fortschreitender Applikationszeit der TCA-Gehalt in den
Nadeln ansteigt. Eine Ausnahme bilden dabei die mit 0,8 mg TCA applizierten Pflanzen, welche
am 22.05.2001 die hochste Konzentration und zum spéteren Zeitpunkt (16.06.2001) wieder
geringere aufweisen. Dies korreliert auch mit der °N-Inkorporation dieser Pflanzen.
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Tab. 15 TCA-Gehalte [pg/kg FG] der Nadeln von Pinus sylvestris in Abhdngigkeit von der am
11.04.2001 in den Wurzelraum applizierten TCA-Konzentration zum angegebenen Zeitpunkt
(n=4).

TCA-Konzentration | 02.05.2001 22.05.2001 16.06.2001
[mg/Pflanze]
0 11+1,6 30+2,7 29+23
0,1 74 121 £31,5 185 £ 146,3
0,2 58 234 +234,8 173 +128,5
0,4 164 714+ 112,4 1.070 £ 227,7
0,8 801 3.146 £ 1.408,5 | 2.313+£892,5
1,8 T
— 1,6 7
O
= 1,4
X
= 1,2
£ 1,0 -
)
= 0,84
8
2z 0,6 1
2
& 044
0,2 -
0,0 —
0 0,1 0,2 0,4 0,8

TCA-Konzentration [mg/Baum]
@ 02.05.2001 1. Probenahme M 22.05.2001 2. Probenahme [116.06.2001 3. Probenahme

Abb. 30 Stickstoffgehalt der Nadeln von Pinus sylvestris in Abhéngigkeit von der am 11.04.2001
in den Wurzelraum applizierten TCA-Konzentration zum angegebenen Zeitpunkt (n = 4).

Diskussion

Die Freilandversuche zeichnen sich dadurch aus, dass durch multifaktorielle, unkontrollierbare
Einfliisse eine Standardisierung unmdglich ist. Sidmtliche Einfliisse, die auf ein Okosystem
einwirken, konnen die Schadstoffwirkung und den Untersuchungsparameter direkt beeinflussen. Es
wird jedoch davon ausgegangen, dass die Individuen einer Population grundsétzlich gleichgerichtet
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auf anthropogene Storungen reagieren, wobei der Grad der Reaktion individuell verschieden sein
kann (Schubert 1991). Eine Wiederholung des gleichen Stresstyps kann durch selektive Vorgidnge
in der Population zu qualitativen Veridnderungen fiihren.

In diesem Versuch spielen sowohl die Bioverfiigbarkeit der applizierten TCA (Mobilisierung im
Boden und Aufnahmeprozesse), als auch das Vorkommen und die Aufnahme des '"NO; eine
wesentliche Rolle. Eine gleichméBige Aufnahme des Tracerstickstoffes ist eine Grundvoraus-
setzung fiir den Erfolg dieser Untersuchung.

'"N-Hiufigkeit und TCA- Gehalt unterschiedlicher Wirtel

Ilonen et al. (1979) kommt mit seinen biometrischen und ertragskundlichen Untersuchungen an
Pinus sylvestris zu der Erkenntniss, dass die Knospenanzahl sowie das Trieb- und Nadelwachstum
stark von Wirtelposition, Wirtelalter und Lichtbedingungen am Baum abhéngt. Ein erhdhter
Néhrstoffbedarf bedingt einen hoheren Stofftransport, mit dem auch passiv die TCA transportiert
wird. Es ist anzunehmen, dass TCA die metabolische Aktivitit in den Nadeln erh6ht, was sich in
erhohten "N-Haufigkeiten widerspiegelt. Es ist aber auch moglich, dass die Nadeln des vierten
Wirtels eine hohere Stoffwechselaktivitit besitzen und dass sie auch ohne TCA die hochste °N-
Haufigkeit aufweisen wiirden. Um diese Vermutung zu bestdtigen, miissen jedoch weitere
Untersuchungen durchgefiihrt werden. Aus den hier vorliegenden Ergebnissen ist erkennbar, dass
innerhalb eines Baumes der Stofftransport sehr unterschiedlich ist und dass der vierte Wirtel dabei
die grofite metabolische Aktivitdt und Schadstoffkonzentration aufweist.

Stickstoffdynamik im Boden

Neben dem ""NOy’, das jeder Versuchspflanze in gleicher Konzentration verabreicht wurde, spielt
der natiirlich vorkommende Stickstoff wegen Verdiinnungseffekten eine wichtige Rolle. Der
Stickstoffanteil im Boden ist unterschiedlich. Er hdangt vom Humusgehalt und seiner Zusammen-
setzung ab und ist zu iiber 90 % organisch und damit fiir Pflanzen nicht verfiigbar (Galler, 1999).
Die mikrobielle Mineralisierung des organischen Bodenstickstoffes betrégt jéhrlich ca. 1 - 2 % und
hiangt von vielen Faktoren, wie Temperatur, Luftfiilhrung, Feuchtigkeit und pH-Wert ab (Galler,
1999). Sie erfolgt in mehreren biochemischen Teilprozessen, wobei der organische Stickstoff
zunichst iiber Ammonifikation zu NH,  metabolisiert und nachfolgend iiber die Nitrifizierung zu
Nitrat umgewandelt wird (Schéffler, 2001). Neben diesen Prozessen tragen noch zusitzlich
atmospharische Stickstoffeintrdge in Form von Ammonium oder Nitrat zur N-Verfligbarkeit fiir die
Pflanzen bei (Mocker, 2000). Diese zum Teil hohen Eintrdge konnen unterschiedliche
Auswirkungen auf das Okosystem zeigen, die von Standort, Bestandsgeschichte und der forstwirt-
schaftlichen Bewirtschaftung abhidngen. Die biologische N,-Fixierung einiger frei (z. B. Acoto-
bacter) oder in Symbiose mit hoheren Pflanzen lebenden Mikroorganismen (z. B. Rhizobium)
tragen cbenfalls zur Erhohung des Stickstoffs im Boden bei. Neben der Erhéhung der
Stickstoffeintrdge konnen Denitrifikation und Auswaschungsprozesse den fiir die Pflanzen
verfiigbaren Stickstoff im Boden verringern. Die Denitrifikation ist die Reduktion von Nitrat und
Nitrit zu Stickoxiden und molekularem Stickstoff, der in die Atmosphire entweichen kann. Sie
lauft bevorzugt bei hoher Wassersattigung und geringer Bodendurchliiftung ab. Bei Temperaturen
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unter 10 °C kommt die Denitrifikation zum Erliegen (Jungk, 1988). Bei der Auswaschung wird
vorwiegend Nitrat, das am Ende der Mineralisierungskette steht, dem Boden entzogen, da dieses
Anion im Boden sehr mobil ist. Dieser Prozess lauft vorwiegend bei hohen Niederschlagsmengen
kombiniert mit dem geringen Wasserbedarf der Pflanzen ab und ist stark von der Bodentextur
abhingig (Galler, 1999).

Anhand der Stickstoffdynamik im Boden kann nicht von einer einheitlichen NO; -Verfiigbarkeit fiir
jeden Baum ausgegangen werden, so dass das lokale '*NO;/"’NO;-Verhiltnis unterschiedlich
vorliegen kann.

Stickstoffauthahme der Pflanzen

Die Stickstoffaufnahme und somit auch die Aufnahme des Tracerstickstoffs ist von verschiedenen
Faktoren abhéngig. Der Stickstoffbedarf, der von Pflanze zu Pflanze verschieden sein kann, und
das Stickstoffangebot spielen dabei eine wesentliche Rolle. Im Unterschied zu kontrollierten
Laborversuchen, bei denen der Stickstoff direkt pflanzenverfiigbar ist (Hydrokultur) oder durch
kurze GieBintervalle konstant gehalten wird, hingt die N-Aufnahme im Freiland stark von der
Néhrstoffverfiigbarkeit am jeweiligen Standort ab.

Pflanzen sind in der Lage, sowohl NH,", als auch NOs™ als Stickstoffquelle zu nutzen. Der Vorteil
der energicaufwendigen Nitrataufnahme liegt in der besseren Kationenbilanz, bedingt durch die
Aufnahme von Gegenionen zum Nitrat. Ammonium behindert im Gegensatz dazu die
Kationenaufnahme (Marschner et al., 1986; Boxman & Roelofs, 1988). In verschiedenen
Untersuchungen wurde jedoch belegt, dass Koniferenpflanzen vorwiegend NH, aufnehmen
(Marschner et al., 1991; Kronzucker et al., 1997; Setzer et al., 1998; Malagoli et al., 2000). Die
geringere Nitrataufnahme konnte durch eine geringere Kapazitdt des Nitrattransportsystems
bedingt sein (Stadtler & Gebauer, 1992). Liegt viel NH, im Boden vor, so ist die NO;” Aufnahme
stark reduziert. Dadurch ist die Aufnahme des Tracerstickstoffes, welcher in Form von Nitrat
appliziert wurde, stark von den natiirlichen Ammoniumvorkommen abhéngig und kann lokal sehr
verschieden sein. Auch der Einfluss von Mykorrhizapilzen auf die Stickstoffaufnahme in die
Pflanze muss beriicksichtigt werden. Es wird vermutet, dass abuskulire Mykorrhiza die
N-Aufnahme in Form von Ammonium verbessert (Gollner, 1997). Ebenso sind viele Mykorrhiza-
Pilze in der Lage, Proteine, Peptide und Aminoséuren abzubauen (Abuzindah & Read, 1986).
Somit wird nicht nur anorganischer, sondern auch iiber die symbiotisch lebenden Mykorrhiza-Pilze
organischer Stickstoff von der Pflanze aufgenommen und metabolisiert.

Der Stickstoffgehalt der Nadeln der einzelnen Baume ist ohne Unterschied. Auch die belasteten
Béume weisen gleiche N-Gehalte wie die Kontrollbdume auf. Es kann also festgestellt werden,
dass durch die TCA der Gesamtstickstoffgehalt nicht verdndert wird. Ein unterschiedlicher
Stickstoffbedarf kann somit nur durch die "*N-Inkorporation als sensitiver Parameter untersucht

werden.

In der Bilanzierung des Tracerstickstoffs in Freilandversuchen muss auch die "N-Aufnahme der
Begleitvegetation mit beriicksichtigt werden. Durch diesen Prozess wird den Kiefernpflanzen der
verfiigbare '’N-Stickstoff entzogen. Licht-, Nihrstoff- und Wasservorkommen, sowie potentielle
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Nitratnutzung und Mykorrhizierung beeinflussen wiederum die N-Aufnahme dieser Pflanzen und
konnen lokal sehr verschieden sein.

Wie die "N-Hzufigkeit des aufgenommenen Tracerstickstoffs am Standort tatsichlich ist und ob
dieser bei allen untersuchten Kiefern gleich ist, kann nicht abgeschitzt werden. Alle genannten
Prozesse beeinflussen den pflanzenverfiigbaren Stickstoff und konnen lokale Unterschiede in der
Verfiigbarkeit des Tracers bewirken.

Trotz dieser Unsicherheiten und der hohen Standardabweichung deuten die Ergebnisse der ersten
Probenahme darauf hin, dass durch die TCA in den Kiefern eine hohere Stickstoffaufnahme
bewirkt wird.

Die gemessenen '"N-Hiufigkeiten in den Nadeln von Pinus sylvestris schwanken zwischen den
Béaumen z. T. erheblich. Dabei scheint die applizierte TCA-Konzentration keine Rolle zu spielen.
Auch in den Kontrollbdumen wurden Abweichungen bis zu 60 % ermitttelt. Anhand dieser
Tatsache kann der Schluss gezogen werden, dass die unterschiedliche ’N-Aufnahme zwischen den
Béaumen sich nicht ausschlieBlich auf die Schadstoffwirkung zuriickfithren ldsst. Griinde fiir die
auffillige, sehr unterschiedliche Standardabweichung zwischen den Parallelproben eines Baumes
konnten in der differenzierten metabolischen Aktivitdt und damit auch des Stickstoftbedarfs der
einzelnen Nadeln liegen.

TCA- Aufhahme

Trichloressigsédure ist in der Lage, Proteine zu modifizieren und damit auch zu inaktivieren (Ashton
& Crafts, 1987). Dies setzt die Bioverfiigbarkeit der TCA am Wirkungsort voraus. Eine dadurch
bedingte Neusynthese der Proteine erhoht den Stickstoffbedarf, der in einer hdheren ’N-Aufnahme
sichtbar wird. Die Aufnahme von TCA in Pflanzen iiber die Wurzel wurde bereits mehrfach
nachgewiesen (Ulhirova et al., 1996; Schroll 1994; Frank et al., 1990; Frank, 1994; Matucha et al.,
2001). Eine Quantifizierung ist jedoch schwierig, da es im Boden zu einem Abbau von TCA
kommen kann, der wiederum von der Bodenqualitit (Gehalt an organischer Substanz, Bodenart,
Temperatur und Feuchte) und den vorhandenen Mikroorganismen abhidngt (BUA, 1996; Yu &
Welander, 1995; Forczek et al., 2001; McCulloch, 2002; Matucha et al. 2003). Aulerdem fiihren
Bodenadsorptionsprozesse, die jedoch als gering eingeschatzt werden, und Auswaschung ebenfalls
zu einer Verringerung der fiir die Pflanzen verfiigbaren TCA (BUA 1996; Kolbe & Schiilte, 1982;
Lignell et al., 1984). Willis und McDowell (1982) stuften die Na-TCA als eine maBig persistente
Substanz im Boden ein, mit einer Halbwertszeit zwischen 20 und 100 Tagen.

Infolge der Degradation von TCA im Boden kann vermutet werden, dass die Aufnahme dieser
Substanz zu Beginn des Versuches grof ist, mit fortschreitender Versuchsdauer jedoch abnimmt. In
dieser Studie konnte eine konzentrations- und zeitabhéngige Zunahme der TCA in den Nadeln von
Pinus sylvestris nach TCA-Applikation in den Wurzelraum ermittelt werden. Bei der hochsten
Konzentration kam es mit fortschreitender Applikationsdauer zu einer Erniedrigung des TCA-
Gehaltes, die vermutlich auf einen Abbau in den Nadeln =zuriickzufithren ist. Fir die
Bioverfiigbarkeit der TCA in den einzelnen Nadeln spielen auch die Verteilung innerhalb eines
Baumes sowie Abbauvorginge in der Nadel eine Rolle. Verschiedene Bioakkumulationsstudien
belegen diese Tatsache (sieche Kap. 2.1.5).
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Die Metabolisierung und Mobilisierung von TCA in den Nadeln wurde von Frank et al. (1991) mit
einer Halbwertszeit von etwa 10 Tagen angegeben. Die Ergebnisse zahlreicher Riickstandsanalysen
weisen darauf hin, dass die TCA im pflanzlichen Gewebe eine gewisse Persistenz aufweist, die
ortlich und zeitlich begrenzt ist (BUA, 1996). Unterschiedliche Verteilung sowie Metabolisierung
und Mobilisierung konnen zu differenzierten Schadwirkungen der TCA fiihren, die darauf
hinauslaufen, dass selbst Nadeln des selben Triebes eine sehr unterschiedliche Schadstoffwirkung
zeigen. Eine Korrelationsanalyse zwischen der '"N-Inkorporation und dem TCA-Gehalt ergab
einen Korrelationskoeffizient von 0,29, d. h. es existiert nur eine sehr geringe positive Korrelation.
Die oben diskutierten Einfliisse konnten ein Grund fiir die geringe Korrelation sein.

4.4.2 Wassergehalt

Der Wassergehalt des Nadelmaterials betragt 44,3 - 50,4 % (siche Anhang Tab. 43). Bei den
meisten Bdumen ist der Wassergehalt zum ersten Probenahmezeitpunkt am geringsten und am
letzten Probenahmezeitpunkt am hochsten. Eine Abhédngigkeit von den applizierten TCA-
Konzentrationen ist nicht sichtbar.

Analog, wie bereits im Kap. 4.3 erldutert, konnte auch hier kein Einfluss von TCA auf den Wasser-
gehalt der Nadeln von Pinus sylvestris festgestellt werden. Die unterschiedlichen Wassergehalte zu
den einzelnen Probenahmezeitpunkten resultieren wahrscheinlich aus dem sich dndernden
allgemeinen Wasserangebot zu dieser Jahreszeit.

4.4.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Durch eine TCA-Applikation in den Wurzelraum kommt es zu einer konzentrations- und zeitab-
hingigen Zunahme der TCA- Konzentration in den Nadeln von Pinus sylyestris.

e In den vorjdhrigen Nadeln des vierten Wirtels konnte die hochste TCA-Konzentration sowie
die hochste "*N-Inkorporation ermittelt werden.

e Bei der hochsten applizierten Konzentration von 0,8 mg TCA/Baum konnte bei ldngerer
Applikationsdauer eine Schadstoffabnahme und eine ’N-Abnahme ermittelt werden.

e Eine hohere metabolische Aktivitdt in den Nadeln von Pinus sylvestris infolge der TCA-
Belastungen ist wahrscheinlich.

e Verdnderungen im Wassergehalt der Nadeln durch die Schadstoftbelastung konnte nicht
festgestellt werden.

Die Ergebnisse des Versuches lassen keinen einheitlichen Schluss auf die Schadwirkung im Boden
vorkommender TCA auf Pinus sylvestris in einem Kiefernforst zu. Dennoch kann zumindest
anhand der zweiten Probenahme vermutet werden, dass die TCA eine héhere *°N-Aufnahme in die
Kiefernnadeln bewirkt, die aus einem hoheren Proteinturnover und einer hoheren metabolischen
Aktivitit resultieren konnte. Die Untersuchung des Stickstoffmetabolismus mit Hilfe der "“N-
Tracertechnik im Freiland ist dahingehend schwierig, dass die Isotopenverdiinnung durch natiirlich
vorkommenden Stickstoff und die Stickstoffdynamik im Boden schwer abschétzbar ist. Dies ist
jedoch die Voraussetzung fiir qualitativ und quantitativ verifizierbare Untersuchungsergebnisse.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Umfangreiche Untersuchungen ergaben, dass die Trichloressigsdure ubiquitdr in der Umwelt
vorkommt. Als Quellen dafiir konnen zum einen die Industrie, vor allem die Papier- und Textil-
industrie, aber auch eine atmogene und eine biogene Bildung aus Vorldufersubstanzen in Betracht
gezogen werden. Die phytotoxische Wirkung dieser Substanz ist schon seit Jahrzehnten durch den
Einsatz als Herbizid bekannt. Sie erlangte jedoch in den letzten Jahren erneut als mdglicher
Verursacher ,,neuartiger Waldschdaden“ an Bedeutung. In Gebieten mit einer hohen Waldschadi-
gung konnten oftmals hohe TCA-Konzentrationen in Koniferennadeln ermittelt werden. So wird
vermutet, dass die TCA in der Luft aus Vorldufersubstanzen, wie Tetrachlorethylen und
Trichlorethan, die industriell emittiert werden, gebildet wird und somit iiber die Atmosphare auf
die Vegetation einwirkt. Durch Auswaschungsprozesse gelangt die Substanz in den Boden und in
Oberfldchengewdsser.

In der vorliegenden Arbeit wurden Untersuchungen zum Einfluss atmosphérisch getragener
Trichloressigsdure auf Pflanzen in umweltrelevanten bzw. subakuten Konzentrationen in kon-
trollierten Expositionen im Labor und freilanddhnlichen Begasungsexperimenten durchgefiihrt.
Studien mit standardisierten Biotests und Untersuchungen im Okosystem mit Wurzelapplikation
erfolgten ergdnzend dazu. Ziel der Untersuchungen war es, Aussagen iiber die phytotoxische
Wirkung luftgetragener TCA zu erhalten und einen Beitrag zur Abschétzung des dkotoxikologi-
schen Potentials dieser Substanz zu leisten.

Versuchsebene 1: Standardisierte Laboruntersuchungen

Mit dem Pollenschlauchwachstumstest (PTG-Test) und dem "N-Stoffwechseltest (ESIMA), die
Basisinformationen zur Zytotoxizitét und metabolischen Aktivitidt von Substanzen liefern, wurden
mit TCA und Na-TCA Konzentrations-Wirkungsstudien durchgefiihrt. Es ergaben sich folgende
Zusammenhinge:

e Das Natriumsalz der Trichloressigsdure reagierte in Abhéngigkeit vom eingesetzten Biotest
weniger toxisch als die TCA-Saure. So konnte beim PTG-Test ein ICs,-Wert fiir TCA von
318 mg/l und fiir Na-TCA von 3 476 mg/l ermittelt werden.

e Der bereits etablierte ESIMA mit Epikotylsegmenten von Pisum arvense wurde mit
Lepidium-sativum-Pflanzen weiterentwickelt. Wahrend bei Pisum arvense sowohl bei TCA,
als auch bei Na-TCA keine 50 %ige Hemmung erreicht wurde, konnte bei Lepidium sativum
bei TCA ein ICs-Wert von 63 mg/l berechnet werden. Bei Na-TCA konnte keine signi-
fikante Hemmung gefunden werden.

e Anhand einer Zeit-Wirkungsstudie bei Lepidium sativum wurde festgestellt, dass mit der
Erhohung der Expositionszeit die Toxizitédt beider Substanzen zunimmt.

Die berechneten ICsp-Werte liegen iiber dem 10 000- bis 100 000-fachen Wert der in Oberflachen-
gewissern gemessenen TCA-Konzentration und sind flir die Natur nur bedingt relevant.
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Versuchsebene 2: Kontrollierte Exposition

Es wurden verschiedene Begasungsexperimente unter standardisierten Bedingungen durchgefiihrt,
um die Wirkung atmosphérisch getragener Trichloressigsdure auf unterschiedliche Pflanzenarten

zu untersuchen.

Themenkomplex 1: Atmosphirische TCA-Belastung unterschiedlicher
Photosynthesetypen

Durch Begasungsexperimente mit Tropaeolum majus (Cs-Pflanze) und Zea mays (C,-Pflanze)
wurden vergleichende Untersuchungen zur Wirkung atmosphérischer TCA auf physiologische und
biochemische Parameter durchgefiihrt. Es sollten Unterschiede in der Schadstofftoleranz zwischen
zwei Photosynthesetypen ermittelt werden. Diese Untersuchungen erbrachten folgende Ergebnisse:

e Das Pflanzenwachstum wurde durch atmosphérische Applikation von TCA nicht beeinflusst.

e Die Cs-Pflanze reagierte auf die applizierte TCA, die in einem Konzentrationsbereich
zwischen 0,16 ng/m’ und 2.3 pg/m’ lag, mit einer signifikanten Inhibierung der '*N-Inkor-
porationen, wihrend bei der C4-Pflanze im Konzentrationsbereich zwischen 2 und 196 ng/m’
eine Forderung und bei 194 pg/m’ eine Hemmung der Stickstoffinkorporation in die NPN-
und Proteinfraktion auftrat.

e Ein signifikanter Einfluss atmosphédrischer Trichloressigsdure auf die Biosynthese von

Aminoséuren und der Proteinsynthese von Zea mays und Tropaeolum majus besteht nicht.

e Sowohl die Nitratreduktase bei Zea mays, als auch die Nitritreduktase bei beiden Pflanzen-
spezies wurde infolge der TCA-Belastung, besonders bei hohen Konzentrationen, leicht
gehemmt. Die verdnderten Inkorporationsraten des Tracerstickstoffs konnen jedoch nicht
allein durch modifizierte NR- und NIR-Enzymaktivitdten erfasst werden.

e Die spezifischen GST-Aktivitdten wurden bei den hohen TCA-Konzentrationen bei beiden
Pflanzenarten (Zea mays, Tropaeolum majus) gehemmt, geringere Konzentrationen erbrach-
ten bei Zea mays (2,3 pg/m’) keine Verdnderungen. Dagegen erfuhr Tropaeolum majus bei
geringen TCA-Belastungen (0,017 pg/m’) eine Hemmung der spezifischen GST-Aktivitit.

Anhand dieser Versuche wurde eine geringere Empfindlichkeit von Zea mays im Vergleich zu
Tropaeolum majus gegeniiber luftgetragener TCA auf der Ebene der Nitratinkorporation und der
spezifischen GST-Aktivitdt festgestellt. Dies bestdtigt die Befunde, dass C4-Pflanzen gegeniiber
atmosphérischen Schadstoffen weniger empfindlich reagieren als C;-Pflanzen. Dies gilt nicht fiir
die gemessenen NIR- und NR-Aktivitaten. Um die Frage zu kldren, ob die Differenzen durch unter-
schiedliche TCA-Konzentrationen am Wirkort in den Blittern bedingt durch anatomische bzw.
physiologische Eigenheiten der beiden Stoffwechseltypen zustande kommen, miissen weiter-
fiihrende Untersuchungen zur Bioakkumulation und Bioverfiigbarkeit der Substanz erfolgen.
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Themenkomplex 2: Atmosphirische TCA-Belastung von Pinus sylvestris

Durch Begasungsstudien mit akuten und chronischen TCA-Belastungen wurde die Wirkung des
Schadstoffes auf Pinus sylvestris untersucht. Die vorliegenden Ergebnisse belegen einen Einfluss
von TCA auf den Stickstoffmetabolismus, die Photosynthese und den Detoxifikationsmetabolismus

von Pinus sylvestris:

e Die effektive Quantenausbeute des PS II wurde durch die akute Belastung im diesjdhrigen
und vorjdhrigen Nadeljahrgang signifikant erniedrigt, wéahrend es bei der chronischen
Belastung zu einer leichten Erh6hung mit gleichzeitiger Abnahme des Pigmentgehaltes kam.

e Die "“N-Inkorporation in die NPN- und Proteinfraktion der Nadeln wurde bei akuter
Belastung, bei der sich im aktuellen Nadeljahrgang eine starke Erh6hung und im vorjahrigen
Nadeljahrgang eine Erniedrigung zeigte, stirker beeinflusst, als bei der chronischen
Belastung, bei der in beiden Nadeljahrgéngen eine leichte Forderung festgestellt wurde. Die
Nitritreduktaseaktivitdten wurden durch die chronische Belastung im diesjdhrigen Nadel-
jahrgang gehemmt und im vorjdhrigen Nadeljahrgang gefordert.

e Enzymaktivititsstudien zeigten, dass atmosphdrische TCA die spezifische GST- Aktivitit,
besonders im vorjahrigen Nadeljahrgang, erhoht.

Diese Ergebnisse lassen erkennen, dass Pinus sylvestris empfindlich auf atmosphirisch getragene
TCA reagiert. Die Wirkung ist sowohl von der Konzentration, als auch vom Nadelalter abhéngig.
Eine starke TCA-Belastung beeinflusst die Pflanzen massiv, wahrend umweltrelevante Konzentra-
tionen nur leichte Verdnderungen hervorrufen, die aber bei Dauerbelastung relevant werden.
Anhand dieser Begasungsexperimente kann angenommen werden, dass TCA mit an der Wald-
schiadigung beteiligt ist. Wie aus der Literatur bekannt ist, werden Waldschdden nicht allein durch
einen Schadstoff verursacht. In Kombination mit anderen relevanten Luftschadstoffen (z. B. Ozon,
NO,, SO,, VOC’s) konnen synergistische Effekte auftreten, die dann typische Schidigungen an
Waldbdumen (Verringerung der Vitalitdt, Blattschdden, Zuwachsverluste etc.) hervorrufen.
Ankniipfend an die TCA-Wirkungsstudie mit Pinus sylvestris sollten Kombinationswirkungen mit
anderen Luftschadstoffen studiert werden.

Themenkomplex 3: Atmosphirische TCA-Belastungen genetischer

Differenzierungen von Cirsium arvense

In dieser Begasungsstudie wurden unterschiedliche genetische Herkiinfte von Cirsium arvense im
Sinne einer biochemischen und 6kotoxikologischen Charakterisierung auf ihre Empfindlichkeit
gegeniiber luftgetragener TCA getestet. Dies geschah auf der Ebene der Photosynthese und des
Stickstoffmetabolismus. Dabei wurden folgende Ergebnisse erzielt:

e Durch die Bestimmung der effektiven Quantenausbeute des PS II konnte kein signifikanter
Einfluss atmosphérischer TCA-Blastung auf die Photosynthese ermittelt werden.

e Der Stickstoffmetabolismus wurde durch TCA beeinflusst, wobei das Ausmal} vom Blattal-
ter abhéngig war. Statistisch abgesicherte Unterschiede zwischen den einzelnen Herkiinften
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bestanden nicht, jedoch konnten geringe Differenzen zwischen den Herkiinften ermittelt

werden.

e Die genetische Herkunft P2 zeichnete sich durch die hichste effektive Quantenausbeute des
PS 1II bei den Kontrollpflanzen aus. Auf die TCA-Belastung reagierte sie, verglichen mit den
anderen genetischen Herkiinften, mit der groften Empfindlichkeit hinsichtlich der effektiven
Quantenausbeute des PS II und mit der geringsten Hemmung bei der '*N-Inkorporation.

Jeder Schadstoff, der einen Einfluss auf die Vegetation ausiibt, kann als Selektionsfaktor, der die
biologische Vielfalt innerhalb einer Population beeinflusst, angesehen werden. Erste Untersuchun-
gen mit Cirsium arvense zeigten, dass atmosphirisch getragene TCA den Stickstoffmetabolismus
dieser Pflanze beeinflusst. Die bisher ermittelten Differenzen zwischen den Herkiinften erlauben
jedoch keine klare Aussage hinsichtlich der Wirkung des Schadstoffes auf unterschiedliche
genetische Differenzierungen.

Versuchsebene 3: Freilanddhnlicher Versuch in open-top Kammern

Fiir eine umfangreiche Abschétzung des dkotoxikologischen Potentials ist es notwendig, ergéinzend
zu den kontrollierten Expositionen, Freilandversuche durchzufiihren. Dies wurde in dieser Arbeit
dahingehend realisiert, dass in der dritten Versuchsebene in open-top Kammern eine atmo-
sphérische Belastung mit Tetrachlorethylen, einer TCA-Vorldaufersubstanz, unter naturnahen
Bedingungen simuliert und der Einfluss auf die TCA-Konzentration der Nadeln, den Stickstoff-
metabolismus und den Wassergehalt untersucht wurde. Als Versuchspflanzen wurden einheimische
Waldbdume, Pinus sylvestris und Betula pendula, ausgewihlt. Im Ergebnis der Untersuchungen
konnte festgestellt werden:

o Infolge der atmosphirischen Tetrachlorethylenbelastung kam es zu einer Erhéhung der
TCA-Konzentration im untersuchten Blattmaterial, die bei Betula pendula groBer war als bei

Pinus sylvestris.

e In beiden Pflanzenspezies konnten hohere "N-Inkorporationsraten gegeniiber der Kontrolle
festgestellt werden. Eine starke Korrelation mit dem TCA-Gehalt besteht jedoch nicht.

e Der Stickstoffgehalt der Blétter wurde durch die Belastung erniedrigt. Dies ist ein Anzeichen
dafiir, dass die Pflanzen durch die Dauerbelastung gestresst sind.

e FEine Reduktion des Wassergehaltes der Blétter konnte nicht beobachtet werden. Es ist davon
auszugehen, dass, wenn die TCA eine Reduktion der Epikutikularwachse hervorruft, der
erhohte Wasserbedarf vollstdndig gedeckt werden kann.

Aus diesen Ergebnissen kann geschlossen werden, dass atmosphérisch getragenes Tetrachlor-
ethylen den TCA-Gehalt in den Blattern erhoht und die metabolische Aktivitit in den Pflanzen
steigert. Daraus kann jedoch nicht abgeleitet werden, ob der Umwandlungsprozess von TECE in
TCA in der Atmosphére oder im Blattinneren stattfindet. Beide Moglichkeiten werden in der
Literatur diskutiert. Ebenso ist unklar, ob nur eine der Substanzen den Stickstoffmetabolismus
beeinflusst oder ob beide synergistisch wirken. Gleichzeitig konnte festgestellt werden, dass diese
TCA-Konzentrationen keine Erniedrigung des Wassergehaltes der Blétter unter naturnahen Bedin-
gungen bewirken. In weiterfilhrenden Studien (z. B. Elektronenmikroskopie und Bestimmung der
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Wachsschicht) sollte eine Beeinflussung der Epikutikularwachse durch die Schadstoffe untersucht

werden.

Versuchsebene 4: Freilandversuch

In der vierten Versuchsebene wurde der Einfluss verschiedener TCA-Konzentrationen im Wurzel-
raum von Pinus sylvestris auf den Stickstoffmetabolismus und den Wassergehalt im Okosystem mit
folgendem Ergebnis untersucht:

e Es besteht cine positive Korrelation (r = 0,99) zwischen TCA-Konzentration und
N-Hiufigkeit der Nadeln in Abhingigkeit von der Wirtelposition.

e Im Boden befindliche TCA wird von den Pflanzen aufgenommen. Der Aufnahmeprozess ist
sowohl konzentrations- als auch zeitabhingig. Es existieren jedoch zum Teil groB3e Schwan-
kungen zwischen den Parallelpflanzen.

e Der Einsatz von Tracerstudien mit dem stabilen Isotop "N im Okosystem ist schwierig, da
Prozesse wie der Stickstoffmetabolismus im Boden und die Stickstoffaufnahme der
Begleitvegetation, aber auch der natiirlich vorkommende Stickstoff und die Bodentextur die
N-Aufnahme in die Versuchspflanzen beeinflussen und lokal sehr verschieden sein konnen.
Eine Standardisierbarkeit ist dadurch nicht méglich, dennoch kann anhand der "N-Konzen-
trationen in den Nadeln eine hohere metabolische Akivitit durch die TCA-Belastung
postuliert werden.

e FEine Reduktion des Wassergehaltes der Nadeln durch die TCA-Belastung konnte nicht
festgestellt werden.

Diese Studie belegt die Aufnahme von TCA aus dem Boden und die Anreicherung des Schad-
stoffes in der Nadel im Okosystem. Ebenfalls kann eine Aktivierung des Stickstoffmetabolismusses
in der Pflanze durch TCA auch unter natiirlichen Bedingungen angenommen werden.

Zusammenfassung

Aus den vorliegenden Ergebnissen kann abgeleitet werden, dass atmosphérische Trichloressigsaure
den Stickstoffmetabolismus von Pflanzen beeinflusst. Auf allen vier Versuchsebenen konnte diese
Wirkung festgestellt werden. Das Ausmal} der TCA-Wirkung ist sowohl von der Pflanzenspezies,
als auch von der TCA-Konzentration und dem Blattalter abhéngig. Neben dem Einfluss auf den
Stickstoffstoffwechsel wirkt die TCA auch auf die Photosynthese, die von grundlegender
Bedeutung fiir den pflanzlichen Stoffwechsel ist. Es konnte in Begasungsstudien eine Erhohung der
spezifischen GST-Aktivitdt bei Pinus sylvestris durch luftgetragene TCA nachgewiesen werden.
Bei anderen Pflanzenspezies, wie Tropaeolum majus und Zea mays, konnte dies nicht bestatigt

werden.

Anhand der nachgewiesenen Wirkungen von atmosphérischer TCA kann angenommen werden,
dass von diesem Luftschadstoff in Konzentrationen, wie sie im Freiland analysiert wurden, ein
Gefahrdungspotential fiir die Vegetation ausgeht. Schadstoffkonzentrationen sowie Belastungs-
dauer, zusitzliche Stressoren und Standortparameter, die im Okosystem unterschiedlich sind,
bestimmen dabei das Ausmal} der 6kotoxikologischen Wirkung.
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Tab. 1 Ergebnisse des PTG-Tests mit TCA.
Pollen 11/00 Pollen 15/00 Pollen 20/00
mg TCA/l | Hemmung [%] As Hemmung [%] As Hemmung [%] As
150 13,56 4,65 7,69 9,86

200 27,11 10,22 -22,69 24,15
25,59 15,78 19,02 15,83 -14,95 11,63
250 35,63 4,25 13,99 12,79 12,46 29,96
10,8 11,99 20,63 18,86 1,55 16,18

28,38 17,09 37,22 1,25
300 47,81 3,2 73,22 6,8 37,01 30,46
36,02 8,39 79,97 15,22 36,48 1,2
26,81 15,18 60,33 17,05

35,74 28,0

350 23,3 7,63 80,62 6,1 86,35 2,59
61,91 5,04 85,41 1,5 76,51 2,03

400 87,05 12,23 93,06 1,99 94,45 1,64
77,95 5,49 95,76 1,06 93,22 0,67

94,46 5,44 87,37 9,96

92,23 3,94 96,12 8,5

500 85,98 8,66 93,29 1,02 96,36 0,52
94,86 4,84 96,80 0,21 87,84 10,59

93,37 5,08 93,12 4,74

600 89,40 1,61 92,14 2,87 93,72 1,12
94,27 1,33 95,40 7,18

98,86 2,01 92,79 6,51

93,05 1,41 97,34 2,43

1200 84,47 5,64 92,27 2,25
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Tab. 2 Ergebnisse des PTG-Tests mit Na-TCA.

Pollen 20/01 Pollen 20/01
mg Na-TCA | Hemmung [%] As | mgNa-TCA/l | Hemmung [%] As

31 7,6 6,31 2500 38,24 11,1
100 9,23 6,78 5000 48,21 10,58
250 7,12 11,95 64,37 6,63
500 17,93 6,31 59,9 6,73
16,69 11,37 7500 55,59 10,75
7,84 8,56 10000 56,39 6,82
1000 16,17 11,39 77,9 7,48
13,82 11,74 74,07 7,53
7.4 9,43 20000 64,49 7,68
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Tab. 3 Ergebnisse des ESIMA-Tests mit Pisum arvense.

TCA Na-TCA
Konzentration mg/1 Hemmung [%] As Hemmung [%] | As
1 16,3 5
2,81 2,0 25,60
10 -6,2 14,6 20,5 9,7
20 1,9 10,4
25 0,8 15,4
40 17,1 12,2
50 244 16,0
80 16,2 13,3
100 27,7 11,5
163,4 11,5 10,5
350 27,9 9,8
500 33,2 12,6
1000 46,3 10,8
3000 43,5 16,1
5000 50,9 6,8 26,4 9,7
10000 34,9 7,5 33,2 7,6
39,1 13,5
12000 41,4 20,0
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Tab. 4 Ergebnisse des ESIMA-Tests mit Lepidium sativum; Konzentrationsreihe.

TCA Na-TCA
Konzentration [mg/1] Hemmung [%] As Hemmung [%] As
10 1,3 25,1
25 1,9 14,6 -1,9 13,7
50 35,9 24,9 -38,9 34,9
75 61,5 12,7
100 -20,5 26,9
125 88,1 3,2
150 88,6 3,0
200 88,9 2,7
250 85,7 1,7
350 82,8 2,8
500 -13,5 34,8
1000 -8,5 29,4
2000 -10,5 36,7
5000 21,1 24,7
Tab. 5 Ergebnisse des ESIMA-Test mit Lepidium sativum; Zeitreihe.
TCA Na-TCA
Expositionszeit [h] Hemmung [%] As Hemmung [%] As
5 1,9 14,6 -1,9 13,7
6 11,7 23
7,5 14,8 15,1
10 36,0 11,3
17,5 9,1 14,3
25 3,3 13,2 46,8 15,0
42 40,2 11,1
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Tab.6 pH-Werte in Abhdngigkeit von Schadstoffkonzentration und Testmedium

PTG-Medium Medium fiir ESIMA mit Medium fiir ESIMA mit
Lepidium sativum Pisum arvense
Konzentration TCA Na-TCA TCA Na-TCA TCA Na-TCA
[mg/1] pH pH pH pH pH pH
10 5,5 5,5 5 5
50 5,5 5,5 5 5,5 5
75 55 55 4,5 5,5 5
100 55 55 5
125 5,0 5,5 4 5,5 5
150 5,5 55 3,5 5
250 5,5 55 5
350 4,5 55 2 55 2 5
1000 2,5 5,5 2 5,5 5
5000 1
10000 6,0 6,0 5
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Tab. 7 Ergebnisse der atmosphérischen TCA- Belastung mit Zea mays; Stickstoffgehalt der
Gesamtstickstofffraktion.

Konzentration [ug TCA/m’] % der Kontrolle As
99,3 27,6
0,002 117,4 19,9
0,196 100 10,9
2,3 104,6 47,7
96,8 14,9
194 112,4 30,1

Tab. 8 Ergebnisse der atmosphirischen TCA- Belastung mit Zea mays; “N-Haufigkeit
["°N at.% exc.] der Gesamtstickstoff-, NPN- und Proteinfraktion.

Gesamtstickstoff NPN-Fraktion Proteinfraktion
Konzentration | % der Kontrolle | As | % der Kontrolle | As | % der Kontrolle | As
[ug TCA/m’]

0 102,1 42,8 105,7 45,7 104,5 43,4
0,002 144,2 73,1 119,7 9,6 146,6 62,2
0,021 159,1 32,5 171,5 55,9
0,196 147,0 33,5 138,5 31,1 154,6 38,2
2,3 93,2 31,2 102,1 24,0 103,6 37,6
16 112,7 16,5 110,6 28,3 113,6 31,4
194 75,5 35,5 74,5 31,4 89,9 28,3

Tab. 9 Ergebnisse der atmosphérischen TCA- Belastung mit Zea mays, Proteingehalt [mg/g FG]
der 16slichen Proteinfraktion.

Kontrolle Belastung
Konzentration MW As MW As % der
[ug TCA/m’] Kontrolle
23 18,5 1,6 23,5 3.9 127,5
194 13,6 2,2 12,4 2,2 91,2
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Tab. 10 Ergebnisse der atmosphérischen TCA- Belastung mit Zea mays; Nitratareduktase-Aktivitét
[nkat/g FG].

Kontrolle Belastung
Konzentration MW As MW As % der
[ng TCA/m’] Kontrolle
2,3 1,58 0,27 1,24 0,1 78,4
194 1,21 0,21 0,89 0,21 73,5

Tab. 11 Ergebnisse der atmosphéarischen TCA- Belastung mit Zea mays, Nitritareduktase-Aktivitit
[nkat/g FG].

Kontrolle Belastung
Konzentration MW As MW As % der
[ng TCA/m’] Kontrolle
2,3 11,98 0,95 10,7 1,03 88,9
194 14,31 2,12 12,3 2,57 86,0

Tab. 12 Ergebnisse der atmosphirischen TCA- Belastung mit Zea mays; "N-Haufigkeit [8 "N %]
einzelner Aminoséuren der 16slichen Proteinfraktion.

Kontrolle Belastung
Aminoséure MW As MW As
Ala 176,3 80,8 337,0 20,6
Gly 136,5 63,1 279,7 25,1
Thr 92,8 42,8 200,3 29,4
Ser 134,8 61,5 276,1 20,3
Val 75,2 34,0 162,3 25,0
Leu 120,3 55,6 226,1 22,8
Ile 106,3 49,2 213,8 22,2
Pro 70,5 32,0 146,5 31,9
Asp 136,0 63,4 267,4 24,1
Glu 185,7 86,8 354,1 31,9
Phe 89,9 41,7 180,1 18,5
Tyr 82,3 143,8 23,2
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Tab. 13 Ergebnisse der atmosphérischen TCA- Belastung mit Tropaeolum majus; N-Gehalt
[mg/g FG] der Gesamtstickstofffraktion.

Konzentration % der Kontrolle As
[ug TCA/m’]
0 105,8 12,1
0,00016 95,8 26,0
0,0015 95,0 8,3
0,017 112,86 9,5
0,13 93,1 21,6

Tab. 14 Ergebnisse der atmospharischen TCA- Belastung mit Tropaeolum majus; "N-Haufigkeit
['°N at.% exc.] der Stickstofffraktionen.

Gesamtstickstoff NPN-Fraktion Proteinfraktion

Konzentration | % der Kontrolle | As | % der Kontrolle | As | % der Kontrolle | As
[ug TCA/m’]

0 107,2 31,4 108,8 27,6 103,4 24,5

0,00016 65,5 10,3 55,5 11,2 69,4 12,8

0,0015 33,8 17,9 36,1 16,3 30,8 13,7

0,017 47,0 7,4 44,2 7,1 52,0 10,1

0,13 40,7 19,3 574 11,8 42,2 14,9

2,3 42,7 26,0 40,3 14,9

Tab. 15 Ergebnisse der atmosphérischen TCA- Belastung mit Tropaeolum majus; Poteingehalt
[mg/g FG] der 16slichen Proteinfraktion.

Kontrolle Belastung
Konzentration MW As MW As % der
[ug TCA/m’] Kontrolle
0,017 6,54 0,19 7,28 0,64 111,3
2,3 6,96 0,05 7,24 0,13 104,0
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Tab. 16 Ergebnisse der atmosphérischen TCA- Belastung mit Tropaeolum majus; Nitritareduktase-

Aktivitét [nkat/g FG].
Kontrolle Belastung
Konzentration MW As MW As % der
[ng TCA/m’] Kontrolle
0,017 5,42 0,42 5,19 1,55 95,8
2,3 5,59 1,9 4,65 17,8 83,2

Tab. 17 Ergebnisse der atmospharischen TCA- Belastung mit Tropaeolum majus; N-Haufigkeit
[5 N %o] einzelner Aminosduren der 16slichen Proteinfraktion.

Kontrolle Belastung
Aminoséure MW As MW As
Ala 211,7 11,1 149,3 20,6
Gly 187,3 17,6 130,3 25,1
Thr 93,8 5,7 67,5 29,4
Val 103,1 4,8 74,5 25,0
Leu 129,2 4,2 90,7 22,8
Ile 156,0 8,5 111,0 22,2
Pro 103,8 4,1 74,1 31,9
Asp 176,7 8,1 131,9 24,1
Met 107 71,3 31,9
Glu 230,8 9,6 166,4 18,5
Phe 127,5 0,1 93,1 23,2
Tyr 64,7 0,4 66,6 31,7
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Tab. 18 Ergebnisse der atmosphérischen TCA- Belastung mit Pinus sylvestris; effektive Quanten-
ausbeute des PS II der chronischen Belastung (V2) des diesjdhrigen (C) und vorjahrigen (C+1)
Nadeljahrgangs.

C C+1
Kontrolle Belastung Kontrolle Belastung
Belastungsdauer [d] MW As MW As MW As MW As
0 0,811 0,02 0,812 | 0,03 | 0,755 | 0,03 0,76 0,06
6 0,818 | 0,018 | 0,814 |0,012 | 0,757 | 0,02 | 0,782 | 0,01
14 0,817 0,02 0,816 | 0,02 | 0,777 | 0,02 | 0,786 | 0,01
35 0,782 0,01 0,786 | 0,04 | 0,748 | 0,03 | 0,762 | 0,03
41 0,783 0,01 0,795 | 0,01 | 0,742 | 0,01 | 0,755 | 0,04
43 0,786 | 0,021 0,795 10,022 | 0,737 | 0,037 | 0,758 | 0,031
49 0,784 0,02 0,811 | 0,03 | 0,726 | 0,02 | 0,741 | 0,02

Tab. 19 Ergebnisse der atmosphidrischen TCA- Belastung mit Pinus sylvestris; Pigmentgehalt
[mg/g FG] der chronischen Belastung (V2) des diesjéhrigen (C) und vorjéhrigen (C+1) Nadel-
jahrgangs.

C C+l1
Kontrolle Belastung Kontrolle | Belastung
MW As MW As
Chlorophyll a 0,526 0,012 0,410 0,009 0,304 0,270
Chlorophyll b 0,268 0,031 0,151 0,010 0,104 0,093
Xanthophylle/ 0,123 0,008 0,097 0,003 0,079 0,088
Carotinoide

Tab. 20 Ergebnisse der atmosphdrischen TCA- Belastung mit Pinus sylvestris; N-Gehalt der
Gesamtstikstofffraktion der akuten Belastung (V1) des diesjdhrigen (C) und vorjdhrigen (C+1)
Nadeljahrgangs.

% der Kontrolle As
C 102,4 17,04
C+1 101,3 10,02
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Tab. 21 Ergebnisse der atmosphirischen TCA- Belastung mit Pinus sylvestris; “N-Haufigkeit
['°N at.% exc.] der NPN- und Proteinfraktion der akuten Belastung (V1) des diesjahrigen (C) und
vorjahrigen (C+1) Nadeljahrgangs.

NPN-Fraktion Proteinfraktion
% der Kontrolle As % der Kontrolle As
C 123,6 53,67 246,2 80,72
C+1 46,2 37,17 74,7 29,32

Tab. 22 Ergebnisse der atmosphérischen TCA- Belastung mit Pinus sylvestris; Nitritreduktase-
aktivitat der chronischen Belastung (V2) des diesjahrigen (C) und vorjdhrigen (C+1) Nadeljahr-

gangs.

Kontrolle Belastung
MW As MW As % der Kontrolle
C 1,83 0,56 1,38 0,44 75,3
C+l1 0,43 1,14 263,5

Tab. 23 Ergebnisse der atmosphéarischen TCA- Belastung mit Pinus sylvestris; Proteingehalt des
l6slichen Proteins der chronischen Belastung (V2) des diesjdhrigen (C) und vorjéhrigen (C+1)
Nadeljahrgangs.

Kontrolle Belastung
MW As MW As % der Kontrolle
C 1,30 0,41 1,21 0,49 93,1
C+l1 0,93 1,15 123,7
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Tab. 24 Ergebnisse der atmosphérischen TCA- Belastung mit Cirsium arvense; eftektive Quanten-
ausbeute des PS II in verschiedenen Blattaltersgruppen (A-E) in Abhdngigkeit von der genetischen

Herkunft.
P2 P3 P4 P5
% der As % der As % der As % der As
Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle
A 99,08 0,62 98,26 1,05 99,21 1.29 98,13 0,01
B 100,91 0,97 99,49 1,42 101,54 0,08 99,19 1,15
C 99,76 0,18 99,69 1,70 103,30 0,77 101,12 3,34
D 100,19 0,45 101,63 4,86 101,53 1,09 100,21 1,90
E 99,31 1,33 101,83 0,81 105,39 1,55 102,34

Tab. 25 Ergebnisse der atmosphérischen TCA-Belastung mit Cirsium arvense (1. Exposition der
Herkunft P1 minnlich) relative "N-Inkorporation in der NPN- und Proteinfraktion der Blattalters-

gruppen A-C.
NPN-Fraktion Proteinfraktion
% der Kontrolle As % der Kontrolle As
A 80,0 49,2 92,3 27,6
B 76,5 39,7 93,8 36,4
C 88,7 32,5 119,2 60,3

Tab. 26 Ergebnisse der atmospharischen TCA- Belastung mit Cirsium arvense (2.Versuch) relative
*N-Inkorporation [% der Kontrolle] der genetischen Herkiinfte.

P2 (weibl.) P3 (weibl.) P4 (weibl.) PS5 (weibl.)
L. 2. 3. 1. 2. 3. L. 2. 3. L. 2. 3.
Beg | Beg | Beg | Beg | Beg | Beg | Beg | Beg | Beg | Beg | Beg | Beg
A | 53,1 | 1121 80,6 | 97,7 50,5 | 90,6 45,2 | 88,8
42,3 | 121,5 70,8 | 105,8 | 70,2 | 77,5 | 108,8 | 116,0 | 34,9 | 61,6 | 89,0
C | 509 |120,7|127,9| 64,7 | 112,0| 80,0 | 75,1 | 82,8 | 127,6 | 25,2 | 56,8 | 59,6
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Tab. 27 Ergebnisse der atmosphidrischen TCA- Belastung mit Cirsium arvense (2.Versuch);
relative "’N-Inkorporation der genetischen Herkiinfte P3, P4 und P5 im Verhiltnis zu P2 in der
Gesamtstickstofffraktion der Blattaltersgruppen A-C.

P3 P4 P5

1.Beg | 2.Beg | 3.Beg | 1.Beg | 2.Beg | 3.Beg | 1.Beg | 2. Beg | 3. Beg

A 151,7 87,2 95,1 80,8 85,1 79,2

B 167,4 87,1 183,2 89,6 82,4 50,7

C 127,1 92,8 62,6 147,6 68,6 99,7 49,5 47,1 46,6

Tab. 28 Ergebnisse der atmosphidrischen TCA- Belastung mit Cirsium arvense (2.Versuch);
relative "N-Inkorporation der genetischen Herkiinfte P2, P3 und P4 im Verhiltnis zu P5 in der
Gesamtstickstofffraktion der Blattaltersgruppen A-C.

P2 P3 P4

I.Beg | 2.Beg | 3.Beg | 1.Beg | 2.Beg | 3.Beg | 1.Beg | 2. Beg | 3. Beg

A 117,5 126,2 178,2 110,0 111,7 103,0

121,3 197,3 203,0 171,9 78,8 2222 176,7 130,3

C 202,0 | 2124 214,7 256,7 197,0 134,3 298,2 145,77 | 214,2

Tab. 29 Ergebnisse der atmosphirischen TCA- Belastung mit Cirsium arvense (2.Versuch);
relative "N-Inkorporation der genetischen Herkiinfte P2, P4 und P5 im Verhiltnis zu P3 in der
Gesamtstickstofffraktion der Blattaltersgruppen A-C.

P2 P4 P5

1.Beg | 2.Beg | 3.Beg | 1.Beg | 2.Beg | 3.Beg | 1.Beg | 2. Beg | 3.Beg

A 65,9 114,7 62,7 92,7 56,1 90,9

59,8 114,8 109,5 102,8 165,2 49,3 58,2 126,8

C 78,7 107,8 159,8 116,2 73,9 159,4 39,0 50,8 74,4
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Tab. 30 Ergebnisse der atmosphirischen TCA- Belastung mit Cirsium arvense (2.Versuch);
relative "’N-Inkorporation der genetischen Herkiinfte P2, P3 und P5 im Verhiltnis zu P4 in der
Gesamtstickstofffraktion der Blattaltersgruppen A-C.

P2 P3 P5
1.Beg | 2.Beg | 3.Beg | 1.Beg | 2.Beg | 3.Beg | 1.Beg | 2. Beg | 3. Beg
A 105,2 123,7 159,5 89,5 98,0
B 54,6 111,6 91,3 97,3 60,5 45,0 56,6 76,8
C 67,7 145,8 100,3 86,1 135,3 62,7 33,5 68,7 46,7

Tab. 31 Effektive Quantenausbeute des PS II der Kontrollpflanzen von Cirsium arvense nach dem
4-tagigen Begasungsversuch in Abhéngigkeit von den Blattaltersgruppen

Blattaltersgruppe P2 P3 P4 P5
A 0,813 0,804 0,815 0,802
B 0,806 0,794 0,811 0,804
C 0,813 0,788 0,791 0,789
D 0,795 0,773 0,785 0,780
E 0,796 0,769 0,758 0,768
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Tab. 32 Ergebnisse der TECE-Belastung unter naturnahen Bedingungen; relative '*N-Inkorpora-
tion [8 "N %] in die Nadeln von Pinus sylvestris in Abhingigkeit vom Probenahmezeitpunkt.

Kontrolle Belastung % der
Probenahme- | Pflanze | Pflanze | Mittelwert | Pflanze | Pflanze | Mittelwert Kontrolle
datum 1 2 1 2
15.08.01 -7,7 -8,3 -6,0 -4,9 -7,1 -8,0 74,9
+0,2 +0,4 +1,5 +0,2 +0,4 +0,4
22.08.01 13,1 12,8 12,9 19,7 7,1 13,4 103,2
+0,8 +2.0 +1,2 +0,8 +3,6 +74
11.09.01 45,3 90,3 75,3 97,0 85,9 93,3 123,9
+154 | £37.2 +372 +490 | £21,5 + 40,6
23.10.01 13,4 3274 170.4 194,0 268.,0 222.5 130,6
+6,1 + 63,7 +176,6 +37,7 | £574 +49.8
03.12.01 38,9 220,7 129,8 220,1 386,6 303,4 233,7
+156 | +£20,0 +100,8 +6,2 +219 +923

Tab. 33 Ergebnisse der TECE-Belastung unter naturnahen Bedingungen; Gesamtstickstoffgehalt in
den Nadeln von Pinus sylvestris in Abhéngigkeit vom Probenahmezeitpunkt.

Kontrolle Belastung % der
Probenahme- | Pflanze | Pflanze | Mittelwert | Pflanze | Pflanze | Mittelwert Kontrolle
datum 1 2 1 2
15.08.01 1,20 1,05 1,13 1,00 1,05 1,03 91,1

+0,01 | £0,07 +0,1 +0,01 +0,7 + 0,05

22.08.01 1,29 1,49 1,37 1,12 1,26 1,19 86,9
+0,02 | +0,03 +0,11 +0,03 | £0,01 +0,08

11.09.01 1,36 1,30 1,33 1,08 1,28 1,14 86,4
+0,03 | £0,03 + 0,04 +0,1 +0,02 +0,13

23.10.01 1,73 1,70 1,72 1,47 1,47 1,47 85,5
+0,01 | +0,06 + 0,04 +0,01 | £0,05 + 0,04

03.12.01 1,83 1,64 1,74 1,52 1,49 1,50 86,2
+0,08 | +0,04 +0,12 +0,05 | £0,05 +0,04
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Tab. 34 Ergebnisse der TECE-Belastung unter naturnahen Bedingungen; Wassergehalt der Nadeln
von Pinus sylvestris in Abhdngigkeit vom Probenahmezeitpunkt.

Kontrolle Belastung % der
Probenahme- | Pflanze | Pflanze | Mittelwert | Pflanze | Pflanze | Mittelwert Kontrolle
datum 1 2 1 2
15.08.01 53,3 50,5 51,9 51,45 52,2 51,8 99,8
+1,7 +0,8 +1,7 +1,5 +04 +1,0
22.08.01 61,9 63,7 62,6 63,4 61,9 62,7 100
+0,2 +0,1 +1,0 +0,2 +0,3 +0,9
11.09.01 56,4 61,0 57,9 57,6 59,8 58,3 100,7
+4.8 +0,3 +4.4 +3.,5 +0,2 +3,0
23.10.01 58,6 62,3 60,4 64,8 59,6 61,3 1001,5
+0,6 + 0,8 +21 +2,0 +3.0 +3.6
03.12.01 58,4 57,7 58,3 57,9 56,7 57,3 98,7
+0,2 +0,2 +0,5 +0,1 +04 +0,7

Tab. 35 Ergebnisse der TECE-Belastung unter naturnahen Bedingungen; '‘°N-Inkorporaion
["°N at.-% exc] der Blitter von Betula pendula in Abhingigkeit vom Probenahmezeitpunkt.

Probe- Kontrolle Belastung % der
n?hrne— Pflanze | Pflanze | Pflanze | Mittel- | Pflanze | Pflanze | Pflanze | Mittel- Kontrolle

zeitpunkt | 2 3 wert 1 2 3 wert

15.08.01 [ 3,6 10*[5910* (8,4 10" | 5910* |6,310%(9,210%|3,810*| 6,410* | 108,5
+59 | +£2,1 | +42 +24 | £3,8 | £2,1 | £2,8 | +2,6
107 107 107 10 107 107 107 10*

22.08.01| 1,7 1,6 1,2 1,5 1,5 1,9 3,6 2,3 154,0
+0,7 | £0,1 | £02 | £0,3 | £02 | £0,3 | £0,5 | +1,1

11.09.01 | 1,5 2,4 22 2,0 3,2 2,5 4,7 3,5 170,6
+03 | £06 | £03 | +0,5 | 04 | £0,3 | £1,0 | +1.1

23.10.01 | 2,6 2,8 3,1 2,9 6,5 4.6 5,2 5.4 189,9
+0,7 | £02 | £05 | £0,3 | +1,4 | £03 | £1,1 | +1,0

148




Tabellenanhang

Tab. 36 Ergebnisse der TECE-Belastung unter naturnahen Bedingungen; Gesamtstickstoffgehalt
der Blitter von Betula pendula in Abhangigkeit vom Probenahmezeitpunkt.

Probe- Kontrolle Belastung % der
n?hme- Pflanze | Pflanze | Pflanze | Mittel- | Pflanze | Pflanze | Pflanze | Mittel- Kontrolle
zeitpunkt |, 2 3 wert | 2 3 wert
15.08.01 2,2 2.5 2,0 2.2 1,9 2,0 1,9 1,9 86,5

+0,01 { £0,02 | £0,1 | £0,3 | £0,01 | £0,1 | £0,01 | £0,03

22.08.01 2,5 2,7 2,2 2,5 2,1 2,0 2,4 2,2 89,4
+03 | £03 +0,1 | £0,1 | £0,01 | £0,2 | £0,4 | £0,1

11.09.01 2,3 2,8 2,5 2,5 2,5 2,2 2,5 2,4 93,1
+0,2 | £0,2 | £0,2 | £0,2 | £0,2 | £0,1 | £0,03 | £0,1

23.10.01 | 2,0 2,3 1,9 2,0 2,1 2,0 1,8 2,0 96,6
+0,1 | £0,1 | £0,1 | £0,1 | +0,1 | £0,01 | +0,1 | +0,1

Tab. 37 Ergebnisse der TECE-Belastung unter naturnahen Bedingungen; Wassergehalt der Blatter
von Betula pendula in Abhéngigkeit vom Probenahmezeitpunkt.

Probe- Kontrolle Belastung % der
n?hme- Pflanze | Pflanze | Pflanze | Mittel- | Pflanze | Pflanze | Pflanze | Mittel- Kontrolle
zeitpunkt | 2 30| wert | 1 2 30| wert

15.08.01 | 53,7 453 43,9 45,5 40,9 43,5 43,0 42,7 94,0
+43 | 02 | £04 | £49 | £0,3 | £0,1 +0,5 | £1,6

22.08.01 | 39,0 45,8 41,64 | 42,2 42,50 40,1 40,2 40,9 97,1
+26 | £2,6 | £0,7 | £1,7 | £04 | £2,6 | £2,7 | £0,7

11.09.01 | 41,9 41,4 41,3 41,5 37,4 42,1 42,2 40,6 97,7
+1,6 | £0,8 +1,8 | £0,2 | £2,1 +02 | 1,7 | 14

23.10.01 | 35,6 34,96 34,9 35,1 29,6 29,3 31,8 30,2 86,0
+1,2 | £09 | £0,1 | £0,2 | £0,5 | £0,6 | £2,0 | 0,7
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Tab. 38 Ergebnisse der TCA-Belastung im Wurzelraum von Pinus sylvestris im Okosystem;
N-Inkorporation [5'°N%o] in die Nadeln einzelner Pflanzen.

02.05.2001 22.05.2001 16.06.2001
TCA-Konzentration MW As MW As MW As
[mg/Pflanze]

0 -8,08 0,13 152,28 1,35 304,68

0 -9,27 0,28 64,37 4,38 113,33 17,68
0,1 -7,55 0,37 179,10 1,61 559,26 13,86
0,1 -9,27 0,18 145,82 119,66 60,39
0,2 -7,64 0,52 131,85 13,54 236,61 7,19
0,2 -8,65 0,03 30,47 0,37 40,01
0,4 -8,40 0,11 143,78 0,59 367,62 60,34
0,4 -7,73 0,16 150,89 122,20 214,30
0,8 -7,97 0,17 428,80 29,92 210,94
0,8 7,78 0,09 61,57 6,70 80,83 0,92

Tab. 39 Ergebnisse der TCA-Belastung im Wurzelraum von Pinus sylvestris im Okosystem;
Mittelwerte der '*N-Inkorporation [8'°N%s] in den Nadeln.

02.05.2001 22.05.2001 16.06.2001
TCA-Konzentration MW As MW As MW As
[mg/Pflanze]

0 -8,68 0,84 108,32 62,16 209,01 135,30
0,1 -8,41 1,22 162,46 23,53 14,48 309,83
0,2 -8,15 0,71 81,16 71,69 138,31 139,02
0,4 -8,07 0,47 147,34 5,03 290,96 108,41
0,8 -7,88 0,13 245,18 259,67 145,89 92,00
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Tab. 40 Ergebnisse der TCA-Belastung im Wurzelraum von Pinus sylvestris im Okosystem;

Gesamtstickstoffgehalt der Nadeln einzelner Pflanzen

02.05.2001 22.05.2001 16.06.2001
TCA-Konzentration MW As MW As MW As
[mg/Pflanze]

0 1,3 0,07 1,3 0,00 1,2

0 1,4 0,07 1,25 0,07 1,3
0,1 1,43 0,25 1,4 0,00 1,3 0,0
0,1 1,23 0,04 1,2 0,00 1,2
0,2 1,48 0,18 1,6 0,00 1,65 0,07
0,2 1,23 0,04 1,35 0,07 1,35 0,07
0,4 1,25 0,00 1,25 0,07 1,35 0,07
0,4 1,15 0,07 1.4 0,00 1,35 0,07
0,8 1,28 0,04 1,2 0,14 1,4
0,8 1,38 0,04 1,3 0,14 1,35 0,07

Tab. 41 Ergebnisse der TCA-Belastung im Wurzelraum von Pinus sylvestris im Okosystem;
Gesamtstickstoffgehalt der Nadeln.

02.05.2001 22.05.2001 16.06.2001
TCA-Konzentration MW As MW As MW As
[mg/Pflanze]

0 1,35 0,07 1,3 0,0 1,3 0,11
0,1 1,33 0,14 1,3 0,1 1,3 0,0
0,2 1,35 0,18 1,4 0,28 1,4 0,32
0,4 1,2 0,07 1,3 0,07 1,3 0,11
0,8 1,33 0,07 1,3 0,14 1,4 0,04
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Tab. 42 Ergebnisse der TCA-Belastung im Wurzelraum von Pinus sylvestris im Okosystem;
Wassergehalt der Nadeln einzelner Pflanzen.

02.05.2001 22.05.2001 16.06.2001
TCA-Konzentration MW As MW As MW As
[mg/Pflanze]

0 44,48 0,19 45,69 0,37 48,60

0 44,71 0,18 48,99 3,93 47,43 0,52
0,1 48,07 3,92 46,22 0,17 49,27 0,26
0,1 45,9 0,55 45,16 3,28
0,2 45,13 12,53 50,44 0,21 49,56 0,30
0,2 44,78 1,10 45,84 0,10 47,7
0,4 44,29 0,29 47,95 0,07 48,91 0,88
0,4 45,9 0,86 46,27 0,88 49,7
0,8 45,29 3,61 46,65 0,36 50,3
0,8 44,67 2,14 43,81 0,19 47,22 0,32

Tab. 43 Ergebnisse der TCA-Belastung im Wurzelraum von Pinus sylvestris im Okosystem;
Mittelwerte des Wassergehaltes in den Nadeln

02.05.2001 22.05.2001 16.06.2001
TCA-Konzentration MW As MW As MW As
[mg/Pflanze]

0 44,60 0,16 47,34 2,33 48,02 0,83
0,1 46,99 1,53 45,69 0,75 49,27
0,2 44,96 0,25 48,14 3,25 48,63 1,32
0,4 45,10 1,14 47,11 1,19 49,31 0,56
0,8 44,98 0,44 45,23 2,01 48,76 2,18

Tab. 44 Ergebnisse der TCA-Belastung im Wurzelraum von Pinus sylvestris im Okosystem;
N-Inkorporation [3'°N%o] in die Nadeln in Abhingigkeit vom Wirtel

Wirtel 1 Wirte 2 Wirtel 3 Wirtel 4 Wirtel 5
Mittelwert 321,0 380,4 440,8 275,2 169,7
As 17,4 16,8 25,3 1,8 10,6
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Abb. 1 Schematische Darstellung der Einstellungsparameter des Pflanzenwuchsschrankes fiir den
ESIMA-Test mit Lepidium sativum
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Abb. 2 Korrelation zwischen TCA-Gehalte und der '"N-Inkorporation der Nadeln von Pinus
sylvestris und der Blétter von Betula pendula bei einer atmosphirischen TECE-Belastung
(20 ml/Woche; 28 Wochen).
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Abb. 3 Korrelation zwischen TCA-Gehalte und "*N-Inkorporation der Nadeln verschiedener Wirtel
eines Baumen von Pinus sylvestris am 16.08.2001 nach einer einmaligen Belastung von 0,4 mg
TCA am 11.04.2001 und einmaligen Tracerapplikation am 02.05.2001.

155



Danksagung

An dieser Stelle mochte ich all jenen danken, die mich bei der Anfertigung dieser Arbeit unterstiitzt
haben.

Herrn Prof. Dr. Klaus Jung fiir die Uberlassung des interessanten Themas, die Betreuung, die
allzeitige Diskussionsbereitschaft und die Begutachtung der Arbeit.

Herrn Dr. Christoph Hafner fiir die jederzeit gewidhrte Unterstiitzung bei der Planung und Durch-
fiihrung der Experimente, seinen fachlichen Rat, die anregenden Diskussionen und fiir die
Durchsicht des Manuskriptes.

Herrn Dr. Herbert Tintemann und Frau Bianca Braha fiir die fachlichen Ratschlidge bei den
Enzymaktivitétsstudien, sowie der SDS-PAGE.

Herrn Dr. Harald Auge fiir die Diskussionsbereitschaft, die Bereitstellung des Pflanzenmaterials
und die freundliche Hilfe bei den Biodiversititsstudien mit Cirsium arvense.

Frau Helga Schroter und Frau Elke Kirschner fiir die sehr freundliche Aufnahme im Labor und ihre
stetige Hilfsbereitschaft bei den Laborversuchen.

Herrn Matthias Gehre, Frau Ursula Giinther und Frau Ingrid Fliigel fiir die massenspektrometrische
Analytik.

Herren Karsten Kotte und Christian Lange fiir die freundliche Kooperation bei den Freiland-
versuchen, der TCA-Analytik und den vielen hilfreichen Diskussionen.

Herrn. Prof. Heltai, Frau Dr. Balint und Herrn Gabor Halasz fiir die freundliche Unterstiitzung
wihrend meines Aufenthaltes an der Universitit in G6doll16.

Frau Katrin Kurz, Herren André Reifaus, Uwe Langner und Charles Junghans fiir die kleinen und
groflen Hilfen im Labor.

Den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern der Sektion Chemische Okotoxikologie, die mir mit
fachlichen Ratschldagen und vielen hilfreichen Diskussionen zur Seite standen.

Meinem lieben Mann, sowie meiner Familie und meinen Freunden fiir ihre stetige Aufmunterung

und allzeitige Unterstiitzung.

156



Eidesstattliche Erkliarung

Hiermit erklédre ich an Eides statt, dass ich die vorliegende Dissertationsschrift selbstindig und
ohne fremde Hilfe verfasst, andere als die von mir angegebenen Quellen und Hilfsmittel nicht
benutzt, die den benutzten Werken wortlich oder inhaltlich entnommenen Stellen als solche
kenntlich gemacht und die Arbeit an keiner weiteren Universitét eingereicht habe.

Leipzig, den 8.9.2003

Evelyn Schmidt



