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I. EINLEITUNG

1. Entwicklung der "Neuartigen Waldschiden"

Vor zehn Jahren wurde von Haber (1983) im Rat der Sachverstindigen fir
Umweltfragen der Begriff "neuartige Waldschdden" gepréigt. Darunter wurde eine
Vielzahl von Symptomen wie Vergilbung, vorzeitige Entnadelung und verfrihter
Blattfall bis zu einem Absterben der Baumspitze oder der Endiste der Baumkrone
zusammengefaBt, die groBflichig und an mehreren Baumarten in kurzer Zeit
aufgetreten waren. Die Erscheinung dehnte sich geographisch nicht nur in
Deutschland, sondern in ganz Europa aus. Ahnliche Symptome wurden auch in
Nordamerika beobachtet. Die ersten schwerwiegenden Schiden wurden an Tannen
(Abies alba 1.) festgestellt, dann an Fichten (Picea abies L.) und Kiefern (Pinus
sylvestris L.) und schlieBlich an Buchen (Fagus sylvatica L.) und Eichen
(Forschungsbeirat Waldschiden/Luftverunreinigungen der Bundesregierung und der
Lander, 1986). Zur Erfassung der Erkrankung und ihrer Entwicklung wurden
zundchst Dauerbeobachtungsflichen eingerichtet und ab 1983 grofirdumige
Stichprobeninventuren durchgefiihrt (Forschungsbeirat Waldschiden
/Luftverunreinigungen der Bundesregierung und der Linder, 1989). Die jihrlichen
Waldschadenserhebungen, die sich auf den prozentualen Blatt- oder Nadelverlust und
auf Blatt- oder Nadelverfarbungen stiitzten (Blank et al., 1988), lieferten seitdem die
Datenunterlagen iiber den Zustand des Waldes und der einzelnen forstwirtschaftlich
bedeutenden  Baumarten in  der  Bundesrepublik  Deutschland.  Die
Waldschadenserhebung von 1989 zeigte, daB sich seit 1986 der Zustand von Fichte,
Tanne und Kiefer verbessert hatte, der von Buchen und Eichen sich aber regional
begrenzt verschlechterte. Bei Eiche und Buche wurde in den Jahren 1988 und 1989
ein erhohter Befall auch durch biotische Schadorganismen (BuchenspringriiBler und

Eichenwickler) beobachtet, der zu der erhdhten Schidigung dieser zwei Laubbidumen
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beigetragen  hat (Forschungsbeirat Waldschiden/Luftverunreinigungen  der
Bundesregierung und der Lander, 1989). Bei einer Anhorung des bayerischen
Landtags im Jahre 1991 (Bayerischer Landtag, 1991) wies Krapfenbauer darauf hin,
daB bei Nadelbiumen keine weitere Schadenszunahme beobachtet wurde, wéhrend bei
Buchen und Eichen weiterhin eine Verschlechterung zu verzeichen war. Rehfuss und
Haemmerli (Bayerischer Landtag, 1991) machten darauf aufmerksam, daf von einem
vWaldsterben" im Sinne eines flachigen Zusammenbruchs von Wildern nicht
gesprochen werden kann, sahen jedoch in der zunehmenden Kronenverlichtung

besonders bei der Fichte und vor allem in den Hoéhenlagen ein offenes Problem.

2. Vorkommen und Schadsymptome bei der Buche

Die Buche (Fagus sylvatica L.) ist die in Mitteleuropa am weitesten verbreitete
Laubbaumart. Allein in Deutschland bestehen 20 % der Waldfliche aus
Buchenwildern (Schiitt et al. 1992). Neben Mitteleuropa, wo sie besonders die
Ebenen und die mittleren Hohenlagen der Gebirge besiedelt, fasst sie auch in den
siidlichen Teilen der skandinavischen Halbinsel, in England und in den héheren Lagen
Italiens und Griechenlands FuB. In der Schweiz ist die Buche im grossten Teil des
Mittellandes und in simtlichen Tilem der Alpennordseite weit verbreitet. In den
Nordalpen kommt sie bis zu Hohenlagen von 1600m, in den Siidalpen bis 1800m vor.
Die Buche ist eine Schattenbaumart mit langsamer Jugendentwicklung, spater
Zuwachskulmination und sehr lang anhaltender Zuwachsleistung. Sie bendtigt
ausreichend feuchtes und relativ wintermildes Klima (Minimum: 500-600 mm
Jahresniederschlige). Obwohl weitgehend unabhingig von der geologischen
Unterlage, dem Siuregrad und dem Humuszustand des Bodens, liegt ein
Verbreitungsschwerpunkt in Kalkgebieten (Jura, Nordalpen). Thr Wuchsoptimum wird
in mittel- bis tiefgriindigen, frischen, nihrstoff- und basenreichen, lockeren
Lehmbéden (Braunerden) erreicht; empfindlich ist sie gegen Wechselfeuchte und

Staunisse, Spit- und extreme Winterfroste sowie Diirre (Schiitt et al., 1992).
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Zu Beginn der achtziger Jahre wurden bei Buchen eine Reihe von
Schadsymptomen beobachtet (Forschungsbeirat Waldschaden/Luftverunreinigungen
der Bundesregierung und der Linder, 1989). Diese bezogen sich sowohl auf die Farbe
und Morphologie der Blatter als auch auf das Gesamtbild des Baumes. Bei den
Bidttern wurden Gelb- und Braunverfirbungen bis hin zu nekrotischen Blatteilen
sowie ein Einrollen und eine Verkleinerung der Blitter beobachtet. Auferdem wurde
ein erhohter Blattverlust festgestellt, einhergehend mit einer Verlichtung der
Baumkrone und verzdgertem Austreiben im Frithjahr. Die seit 1983 in Deutschland
jahriich erhobenen Daten iiber den Zustand der Buchen, zeigten eine starke
Verschlechterung des Zustands bis 1987: danach nahmen die Schiden regional
begrenzt zu. Zech wies sogar auf eine Verbesserung des Zustand der Buche in den
tieferen Lagen des Fichtelgebirges hin (Bayerischer Landtag, 1991). Die regionale
Verschlechterung des Schadbildes der Buchen wurde, wie schon oben erwihnt, von
einem verstirkten Insektenbefall, vor allem durch den Buchenspringrifler

(Rhynchaenus fagi) mitgepragt.
3. Bedeutung von Luftschadstoffen fiir die nevartigen Waldschéiden

Es wird heute allgemein angenommen, daB die "neuartigen Waldschiden” von
einem sehr komplexen Wirkungsgefiige verursacht sind. Dabei ist weitgehend
akzeptiert,daB Luftschadstoffe eine wichtige Rolle spielen, wobei der Wirkort fur
sichtbare Schiden auf unterschiedlichen Ebenen angenommen werden kann
(Bayerischer Landtag, 1991). Der mogliche Ferntransport von Luftschadstoffen
kénnte die geographische Ausweitung der Waldschiden erkléaren. Luftschadstoffe und
Witterung (Prinz und  Krause, 1989; Schulze und Lange, 1990) oder
Nihrstoffungleichgewichte (Flickiger, 1988) konnen als mogliche pradisponierende
Faktoren wirken, die zu einer Schwichung der Pflanzen und damit einer erhShten

Anfilligkeit gegeniiber Schidlingen, Trocknis und Frost fithren konnen. Die
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wichtigsten Luftschadstoffe mit iiberregionaler Bedeutung sind Schwefeldioxid,
Stickoxide sowie Photooxidantien, bei letzteren vor allem Ozon.

Ozon ist heute unter den bekannten Luftschadstoffen der am weitesten

verbreitete (Lefohn, 1992; Heck et al., 1988). Im Jahresmittel sind die heutigen
Ozonkonzentrationen 2-3mal hoher, wihrend der Vegetationsperiode sogar 4-6mal
hoher als vor hundert Jahren (Fliickiger, 1988). Die ansteigenden
Ozonkonzentrationen (jahrlich 1-2 %), die seit den SOer Jahren in der unteren
Atmosphére festgestellt wurden (Enquete—Kommission, 1989), stellen fiir Pflanzen

eine chronische Belastung dar.

Auf Grund der Korrelation zwischen geographischer Verteilung der neuartigen
Waldschiden und der gemessenen erhdhten Ozonwerte wurde eine Beteiligung von
Ozon an der Entstehung dieser Schiden postuliert. Prinz und Krause (1989) und
Osswald und Elstner (1986) wiesen insbesondere darauf hin, daff erhohte
Ozonkonzentrationen in den sogenannten Reinluftgebieten in Hohenlagen {iber 800 m
vorkommen, und diese Lage geographisch mit dem Auftreten der stirksten

Waldschiden iibereinstimmt.
4. Ozonbildung in der Troposphire

Ozon entsteht in der unteren Troposphare durch Reaktion von Luftsauerstoff mit
einem durch Photolyse aus NO? abgespaltenen O-Atom (Becker, 1990). Die schnelle
Reaktion des entstandenen NO Zzu NOjy, z.B. dber eine Umsetzung mit
Peroxyradikalen (RO2 bzw. HO?) und Wiederholung der Reaktionsschritte ermoglicht
die Akkumulation von Ozon. Peroxyradikale (RO7 bzw. HOp) entstehen durch
Reaktion fliichtiger organischer Verbindungen mit photolytisch entstandenen OH-
Radikalen und anschlieBender Anlagerung von Luftsauerstoff. RO7-Radikale
reagieren je nach vorliegenden Konzentrationsverhiltnissen entweder miteinanc?er

unter Entstehung von HpOg, oxidieren NO zu NO7 oder reagieren mit NO7 zu
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Peroxyacetylnitrat (PAN). Gleichzeitig kann NO direkt mit Ozon reagieren. Da Ozon
{iber photochemische Prozesse gebildet wird, korrelieren erhthte Ozonkonzentrationen
mit  hoher Sonnenstrahlung  und  hohen Temperaturen,  wie sie  bei
Hochdruckwetterlagen  zu beobachten sind. Das heift, dafl besonders im

Sommerhalbjahr die Bedingungen fiir vermehrte photochemische Umsetzungen

immissionsbedingter Vorlaufer und damit fir hohe Ozonwerte vorliegen.

5, Ozonwirkung auf Pflanzen

Ozon als gasformige Verbindung gelangt durch die Spaltéffnungen in das Blatt-
oder Nadelinnere (Laisk et al., 1989). Im Blattgewebe zerfallt Ozon spontan, sobald
es mit der wissrigen Phase der Interzellularraume in Beriihrung kommt (Hock und
Elstner, 1988). Der Apoplast, den Interzellularraum und die Zellwinde umfassend,
stellt den ersten Angriffsort fir Ozon dar. Es konnen sich unter anderem
Hydroxylradikale bilden, die wegen ihrer hohen Reakfivitit mit organischen
Verbindungen weiter reagieren und zur Entstehung weiterer Radikale fiihren
(Peroxyradikale und Ozonide) (Heath, 1988a). Reaktive Sauerstoffspezies entstehen
aber auch als Nebenprodukte des normalen Elektronentransportes in Chloroplasten
und Mitochondrien, bei dem enzymatischen Lipidabbau sowie bei Redox-Reaktionen
an der Plasmamembran (Hock und Elstner, 1988). Die Pflanze schiitzt sich vor diesen
reaktiven Verbindungen mit einer Reihe biochemischer Abwehrmechanismen. Dabei
wirken niedermolekulare Stoffe wie Ascorbat, Glutathion und a-Tocopherol als
radikalfangende Substanzen und Enzyme wie Superoxid-Dismutase, Katalase,
Ascorbat-Peroxidase und Glutathion-Reduktase sind  in der Lage, aktivierte
Sauerstoffspezies umzusetzen (Elstner, 1987; Bowler et al., 1992). Erhohte Mengen
an Ozon konnten zu einer Zerstorung von Schliisselmolekiilen, zu einer Uberflutung
der Reparaturmechanismen (Stegmann et al., 1991) und schlieflich zu sichtbaren
Schidigungen fithren (Hock und Elstner, 1988). Ozon selbst oder die entstehenden

Folgeprodukte konnen leicht oxidierbare Verbindungen wie ungesittigte Fettsduren
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des Plasmalemmas oder SH-Gruppen von Cystein und Methionin in
membrangebundenen Proteinen, angreifen und deren molekulare Struktur dndern
(Heath, 1988a). Untersuchungen an ozonbehandelten Pflanzen zeigten die Induktion
von Schutzsubstanzen mit radikalfangenden Eigenschaften wie Polyphenolen (Bors et
al,, 1990) oder konjugierten Polyaminen (Dohmen et al., 1990; Langebartels et al.,
1991a). Des weiteren konnten strukturelle (Booker et al., 1991) sowie biochemische
(Sandermann et al., 1989) Verinderungen der Zellwand beobachtet werden, wie z.B.
die Einlagerung von Lignin, Callose und Extensin. Rosemann et al, (1991) zeigten in
Kiefern eine schnelle Induktion von Pinosylvin und Pinosylvin 3-Methylither. Diese
Stilbene werden zu den Phytoalexinen gerechnet, also Stoffen, die einer

Pathogenabwehr dienen.

Ozon kann auf verschiedene Organisationsebenen der Pflanze einwirken: im
subzelluliren Bereich, auf Zellen und Gewebe, Organe, und schlieflich auf die
Pflanze als Gesamtsystem (Ginthardt-Goerg et al., 1991). Bei krautigen Pflanzen sind
Wachstumsstérungen und ErtragseinbuBen infolge erhdhter Ozonkonzentrationen im
Freiland, vor allem aus den USA, seit langem bekannt (Heggestad, 1991). Bei
Biumen wurde die schiadigende Wirkung von Ozon hauptsichlich bei Studien in
Open-Top-Kammem festgestellt. Reich (1987) zeigte, dab die Ozonempfindlichkeit
von krautigen Pflanzen iiber Laubgeh¢lze zu Nadelbdumen abnimmt. Werden die
Effekte jedoch auf die Lebensdauer der Blétter oder Nadeln bezogen, so ergibt sich
eine erstaunliche Ubereinstimmung der Empfindlichkeit.

Fiir die Untersuchung von Ozoneffekten auf Biume wurden Anfang der '80
Jahre hauptsichlich Nadelbdume verwendet, insbesondere Fichten (Prinz et al., 1982 ;
Keller und Hisler, 1987; Reich, 1987; Guderian et al., 1988a). Unter den
Laubbiumen wurden bevorzugt Pappelarten (Populus interamericana; Guderian et al.,
1988b), (Populus tremuloides; Keller, 1988) und Birke (Betula pendula; Giinthardt-
Georg et al., 1991; Reich, 1983) untersucht, die sich beziiglich Ozon fiir

grundlegende Untersuchungen geeignet erwiesen. Es konnte festgestellt werden, daf
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chronische Ozonbelastungen von 85 und 120 nL L! Ozon bei einem Pappelklon
(Populus deltoides x trichocarpa) zu einer Abnahme der Netto-Photosynthese und des
Chlorophyllgehaltes fiihrten (Reich, 1983). Auch Birkenklone reagierten auf dhnliche
Ozonwerte (75 und 100 nL L‘l) mit einer erniedrigten Photosynthese (Matyssek et
al., 1991). Weiterhin wurden Ozoneffekte auf Ahorn (Acer platanoides) und Eiche
(Quercus robur) untersucht (Krause und Prinz, 1989). Diese zeigten, daB
Ozonkonzentrationen von 50 bzw. 100 nL L~} Gber 5 bzw. 6 Wochen zu latente
Schadigungen fithrten, mit Verfirbungen der Blitter und Abnahme der
Chlorophyligehalte. Untersuchungen an ozonbehandelten Buchen wurden erstmals
1984 von Krause und Prinz durchgefihrt (Krause und Prinz, 1989).
Ozonkonzentrationen von 50 nL L} iiber 25 Tage reichten aus, um bei 5-jahrigen
Buchen Nekrosen hervorzurufen. Guderian et al. (1990) konnten bei 3-jéhrigen
Buchen nach 18wéchiger Behandlung mit 45 nL. L Ozon eine Bronzeverfirbung der
Blatter, einen erniedrigten Starkegehalt sowie einen verfrihten Blattfall feststellen.
Versuche in Open-Top-Kammem mit Buchenkeimlingen zeigten eine durch Ozon
verursachte Wachstumshemmung und eine erhdhte Frostempfindlichkeit (Flickiger,
1988). Leonardi et al. (1990) zeigten, daB 2-jahrige Buchen bei 75 nL L1 Ozon nach
einer Behandlungswoche mit einer transienten Erhéhung der stomataren Leitfdhigkeit
und anschlieBend mit einer deutlich veringerten Netto-Photosynthese reagierten.
Zusitzlich war der Blattfall in Abhéngigkeit von der Ozondosis bis zu zwei Wochen
verfriiht (Leonardi et al., 1990).

Vergleichende Untersuchungen mit mehreren Baumarten in Klimakammem
zeigten an Hand von sichtbaren Symptomen und Verdnderungen im
Kohlenhydratstoffwechsel, daB Buchen im Vergleich zu Kiefern weniger empfindlich,
im Vergleich zu Fichten und Weisstannen jedoch bei deutlich niedrigeren

Ozonkonzentrationen reagierten (Landolt und Liithy-Krause, 1991).
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6. Stressinduziertes Ethylen

Bei Untersuchungen an krautigen Pflanzen und Biumen wurde festgestellt, daB
durch Ozon biochemische und physiologische Anderungen induziert werden, die
denen bei vorzeitiger Seneszenz shneln (Grandjean und Fuhrer, 1989). Dazu gehoren
Membraninderungen (Keitel und Arndt, 1983), erhohte Lipidperoxidation (Pauls und
Thompson, 1980), Abnahme des Chlorophyllgehalts (Bender et al., 1990) und der
Netto-Photosynthese (Reich et al., 1986 a, b; Guderian et al., 1990; Matyssek et al.,
1991), erhohte lytische Enzymaktivititen (Wolfenden et al,, 1988; Langebartels et al.,
1990) sowie Induktion der Ethylenbiosynthese (Tingey et al,, 1976; Wolfenden et al.
1988; Langebartels et al., 1991a; Telewski, 1992). Eine Rolle von Ethylen bei der
Induktion von Seneszenzprozessen wurde an ethylenbehandelten Pflanzen bestitigt.
Diese zeigten nach der Behandlung  verminderte Protein-, Stirke und
Chlorophyilgehalte (Mattoo und Aharoni, 1988). Die Induktion der Aktivitit lytischer
Enzyme, unter anderem Cellulase, durch Ethylen ist seit langerer Zeit bekannt
(Abeles, 1969). Ethylen als Vermittler von Strefreaktionen wurde mehrfach
diskutiert. Eine friilhe Induktion von -1,3-Glucanase, Chitinase und anderen

"pathogenesis-related proteins" wurde von Vera und Conjero (1990) bei Ethephon-

behandelten Tomaten-Blattscheiben (Lycopersicon aesculentum), von Takeuchi et al.
(1990) bei ethylenbehandelten Sojakotyledonen (Glycine max) und von Campillo und
Lewis (1992) bei ethylenbehandelten Bohnenblittern (Phaseolus vulgaris) festgestellt.
Mauch et al. (1984) konnten andererseits die Induktion von Chitinase und B-1,3-
Glucanase nicht mit der Ethylenentwicklung bei infizierten Erbsenpflanzen (Pisum
sativum) korrelieren, Boller (1988) peschreibt Ethylen als "tonic factor", um dessen
verstirkende, aber nicht ausschliefliche Wirkung bei der Auslosung von
Abwehrmechanismen zu charakterisieren. Ecker und Davis (1987) zeigten bei
Pathogen-Befall eine durch Ethylen induzierte Zunahme von mRNA fiir Enzyme des
Phenylpropanstoffwechsels (Phenylalanin-Ammonium Lyase (PAL) und 4-

Cumarat:CoA Ligase) und des Flavonoidstoffwechsels (Chalconsynthase).
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Untersuchungen von Ke und Saltveit (1989) an Lactuca sativa schlossen andererseits

eine Induktion der PAL durch Ethylen bei Verwundung aus.

Die Bildung von Ethylen geht von der Aminosaure Methionin aus (Abb.1). Der
direkte Vorldufer von Ethylen ist I—Aminocyclopropan-l-carbonsiure (ACC), das aus
S-Adenosylmethionin (SAM) mit Hilfe der ACC-Synthase entsteht (Theologis, 1992)-

ACC wird in Gegenwart von Sauerstoff durch ACC-Oxidase, zU Ethylen

umgewandelt.
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- 3 2 1
OSTROH YANG CH;—S—“CHZ-CHZ—(IZH—COO'
Cycle
Ade CHJ-S; ATP
. -+
CHzo Ade bilHJ PR+E

CHy-§-CH-CHs CH-COO"
|

CH,

O Ade
inducers: m
Elhylene OH OH
Ausin AdoMel

Cytokinins+Auxin
| Co- + Cytokinins
Synthase | Fruit Ripening
Elicitors f Pathogens
palonyl-CoA Siress — ANBE(DI0S

cd*t
L’

v / UV light
- N coo

NH COO - 00
co M* HCN
CH,

s acc ™CHECH,

Qxidase

Abb. 1: Ethylenbiosynthese bei Pflanzen.

AdoMet, S-Adenosyl-L-Methionin; ACC, 1-Am'1nocyclopropan-1-carbonsiiure;
KMB, 2-Keto-4-Methylthiobutyral; MACC, Malonyl-ACC; ~ MTA, 5°-
Methylthioadenosin; MTR, 5'-Methylthioribose; MTR-1-P, MTR-1-Phosphat (aus
Theologis, 1992).
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Boller (1988) und Theologis (1992) sehen in der ACC-Synthase den
regulierenden Schritt der Ethylenbiosynthese. Untersuchungen an Phytophthora
infestans infizierten Tomatenblittern zeigten einen bedeutenden Ethylenanstieg
innerhalb 30 h, wobei nach 24 h die ACC-Synthase-Aktivitidt um das 60fache, die
ACC-Oxidase-Aktivitdt nur um das 3fache zugenommen hatte (Boller, 1988). Bei
Elicitorbehandlung stellte die Induktion der ACC-Synthase auf Ebene der Translation
die schnellste Enzyminduktion dar (Chappell et al., 1984; Ecker und Davis, 1987).
GleichermaBen wurde die ACC-Synthase in Tomaten durch Wundreiz induziert
(Acaster und Kende, 1983; Sato und Theologis, 1989). Die Kodierung der ACC-
Synthase erfolgt iiber eine Muiti-Gen-Familie (Theologis, 1992), wobei je nach Reiz
unterschiedliche Gene stimuliert wurden (Van der Straeten et al., 1990).

Die Charakterisierung der ACC-Oxidase hat seit 1990 groBe Fortschritte
gemacht. In diesem Jahr war von Ververidis und John (1990) festgestellt worden, daf
ein Gen in der Tomate eine Peptidkette der ACC-Oxidase codiert, welche grofe
Ahnlichkeit mit der Flavanon-3-Hydroxylase besitzt (Hamilton et al., 1990). Daraus
ergaben sich die geeigneten Reaktionsbedingungen, namlich nach Extraktion in
sauerstofffreier Umgebung die Bestimmung der Enzymaktivitit in Anwesenheit von
Ascorbat und Fe? ™ -Tonen. Wegen der im Reifeprozess sehr stark erhdhten
Ethylenproduktion wurden bislang zur Charakterisierung der ACC-Oxidase
Fruchtschalen (Mesocarp) von Melone (Cucumis melo), Avocado (Persea americana)
und Apfel (Malus domestica) verwendet (Smith et al., 1992; McGarvey und
Christoffersen, 1992; Dong et al., 1992).

ACC kann entweder zu Ethylen oxidiert oder zu N-Malonyl-Aminocyclopropan-
1-carbonsiure (MACC) malonyliert werden (Hoffman et al., 1982; siche Abb.l).
Fuhrer-Fries (1985) und Skorupka (1985) stellten eine Akkumulation von MACC bei
verwundeten Erbsen- und mit Trockenstre behandeltem Weizen fest. Fuhrer (1985)
konnte bei Untersuchungen von Nadeln geschédigter und nicht geschidigter Tannen

aus dem Freiland eine Beziehung zwischen dem Schidigungsgrad und der
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Fthylenemission sowie dem ACC- und MACC-Gehalt feststellen. Gesunde Nadeln
zeigten geringe Ethylenemissionen sowie ACC- und MACC-Gehalte. Baume hoherer
Schadstufen, deren Nadeln nicht gelb gefarbt, aber kiirzer waren, produzierten hohere
| Ethylenmengen und hatten hohere ACC- und MACC-Gehalte. Baume, die einen
erhohten Nadelfall aufwiesen, zeigten parallel einen Chlorophyllabbau und eine
erhohte Ethylenemission. Die Behandlung von Fichten mit saurem Regen fithrte zu
sichtbaren Schidigungen, begleitet von erhdhten Ethylenemissionen und einer
Akkumulation von ACC (Chen und Wellburmn, 1989). Erhohte Ethylenemissionen
wurden auch im Freien festgestellt, bei Fichten die in mit Ozon und sauerem Regen
belasteten Gebieten wuchsen (Wolfenden et al. 1988). Weitere Untersuchungen,
insbesondere Dosis-Effekt-Studien zur ozoninduzierten Ethylenbiosynthese und zu

ACC- und MACC-Gehalten bei Biumen, sind bisher nicht durchgefiihrt worden.

7. Chronische Ozonbelastungen bei Biumen und "Memory Effekt"

Als chronische Ozonbelastungen werden langandauernde Behandlungen mit
subletalen Ozondosen verstanden, die ein Ausbleichen, Vergilben oder sonstiges
Verfirben von Blittern oder Nadeln verursachen. Langebartels et al. (1990)
untersuchten die Auswirkung einer mehrwochigen Ozonbelastung mit 150 und 300 aL
Ll Ozon auf Kiefer und Fichte. Diese Werte entsprechen zwei- bis vierfachen
Ozonkonzentrationen im Sommer. Es zeigte sich, daB bei Kiefern Chlorosen und ein
verfrithter Nadelfall bei ilteren Nadeljahrgingen schon wahrend der Behandlung
eintraten, bei den jiingsten mit Ozon belasteten Jahrgangen aber erst ein Jahr nach der
Behandlung wihrend der Phase herbstlicher Seneszenz. Bei den Fichten bildeten sich
chlorotische Verfirbungen und bei Vorbehandlung mit mehr als 300 nL L'l Ozon
chlorotische Banderungen (“mottling") im Frilhjahr des folgenden Jahres aus. Diese
spite Entwicklung sichtbarer Symptome setzt in der Pflanze biochemische Reaktionen

voraus, die dazu fithren, daB die Pflanze sich an friihere Ozonbelastungen "erinnern”
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kann. Das Auftreten der Schiden im Neuaustrieb konnte als Folge der Summierung
Jatenter Wirkungen erklirt werden (Guderian et al., 1988b). Eine weitere
Moglichkeit ist die Translokation oder Freisetzung ozoninduzierter toxischer
Substanzen aus der Vakuole. Um das spite Auftreten von ozonverursachten
Symptomen Zu peschreiben wurde von Sandermann et al. (1990) der Begriff
mMemory-Effekt” gepragt. Fin Vergleich mit SO2- und NO7-behandelten Fichten
zeigte, daB die verspiteten Symptome nur im Falle einer Behandlung mit Ozon
auftraten (Langebartels et al., 1990). Lucas (1989) stellte ebenfalls eine
Symptomentwicklung in Form von Chlorosen bei Picea sitchensis im vierten Jahr
nach einer 3-jahrigen Ozonbehandlung (70 nL L'l) fest. Erst nach einer zweijahrigen
Ozonbehandlung (40 und 80 nL L'l) konnten Guderian et al. (1988a) in der Fichte
gine Abnahme der Biomasseproduktion beobachten, begleitet von einer reduzierten
Photosynthesekapazitit und einer gednderten Assimilatverteilung. Eine reduzierte
Biomassenproduktion ergab sich in Pinus taeda nach 3-jahriger Ozonbehandlung
(Edwards et al., 1992). In Fichte und Tanne stellten Bender et al. (1989) nach
zweijahriger Ozonbehandlung reduzierte Photosynthesekapazititen und erhohte
Peroxidase- und Glutamatdehydrogenase-Aktivitaten fest.

Bei Langzeitexpositionen —wurden bisher hauptsichlich Nadelbaumarten
untersucht. Fiir Laubbiume liegen Daten meist iiber amerikanische Arten wie Esche
(Fraxinus pennsylvanica), Aspe (Populus tremuloides), Robinia pseudoacacia und
Tulpenbaum (Liriodendron tulipifera) vor, wobei eine durch die Ozonbehandlung

verursachte Abnahme der Biomasse und ein reduziertes Hohenwachstum festgestellt

wurde (Pye, 1988). Effekte einer langdauernden Ozoneinwirkung auf Buche wurden

bisher nur selten untersucht.
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8. THEMENSTELLUNG

Ozonwerte im Freiland zeigen ein typisches Profil wihrend des Jahres, mit
Maxima in der Vegetationsperiode und an Tagen mit hoher Sonneneinstrahlung. Bei
Arbeiten in unserem Institut (Langebartels et al., 1990) wie auch in der Literatur
(Reich, 1987; Heck et al., 1988) wurden dagegen bisher fast ausschliefilich konstante
erhohte Ozonkonzentrationen zur Behandlung verwandt, ohne eine exakte Simulation
der Ozon- und Klimawerte. Ziel dieser Arbeit war nun, Untersuchungen an Buchen
iiber die Dauer einer gesamten Vegetationsperiode bei realen und proportional
erhohten  (1,5x und 2x) bzw. erniedrigten  (0,15x) Ozonkonzentrationen
durchzufiihren. Parallel dazu sollte die Ozon-Toleranz von Latschen bei proportional

erhohten (2x) Ozonkonzentrationen untersucht werden.

Fiir eine genaue Simulation eines realen Ozonprofils boten sich die
Expositionskammern des Instituts an. Eine Anndherung an Freilandbedingungen solite
aus simultanen Studien an Biumen gleichen Alters und gleicher Vorkultur resultieren,

die in Klimakammern, Open-top-Kammerm sowie im Freiland vorgenommen wurden.

Schadstoffe konnen auf verschiedene Organisationsebenen der Pflanze
einwirken: im subzelluldren Bereich (Zellinhaltstoffe, Enzymsysteme), auf Zellen und
Gewebe, Organe (Blatt, Stamm, Wurzel) und, diese Ebenen zusammenfassend, auf
die Pflanze als Gesamtsystem. Im Laufe der hier beschriebenen Versuche sollten
Daten auf diesen unterschiedlichen Ebenen erhoben werden, wobei der Schwerpunkt

der Arbeit neben einer Analyse von Wachstumsverinderungen  und

Symptomausbildungen auf mdglichen biochemischen Mechanismen fiir Ozonschéden

bei Biumen liegen sollte. Dazu wurden insbesondere  Parameter  des

Ethylenstoffwechsels iber die gesamte Versuchsdauer gemessen. Parallel sollten
Anderungen in der Permeabilitit der Zellmembran festgestellt werden; regelmdbige

Gaswechselmessungen und Bestimmungen von Wachstumsparametern sowie eine
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Beschreibung der Symptomentwicklung bis zum Blattfall sollten die Verkniipfung von

' StreBbefunden auf den verschiedenen Organisationsebenen ermdglichen.
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1II. MATERIAL UND METHODEN

1. PELANZENMATERIAL

1.1. Langzeitversuch mit Buchen und Latschen

1.1.1. Herkunft der Pflanzen
EinhundertdreiBig 3- und zwanzig 5-jahrige Buchen (Fagus sylvatica L.} sowie
zwanzig 3-jahrige Latschen (Pinus mugo Turra) aus dem Pflanzgarten Laufen der
Bayerischen Landesanstalt fiir forstliche Saat- und Pflanzenzucht wurden in Topfen
von 20 cm Durchmesser und 5 1 Volumen eingetopft.
Die jeweiligen Baumarten wurden in folgende Bodensubstrate eingetopft:
3-jahrige Buchen: sandiger Lehm aus dem A-Horizont
einer Rendzina Erde (Bayerischen
Landesanstalt fiir forstliche Saat-
und Pflanzenzucht, Laufen).
S-jahrige Buchen: Mull-Rendzina Erde (Bayerischen
Landesanstalt fiir forstliche Saat- und
Pflanzenzucht, Laufen)
3-jahrige Latschen: Fruhstorfer Einheitserde Typ I (Industrie-
Erdenwerk Archut) Perlit (Agriperl) im Verhiltniss
2:1 (v/v)

Die durchschnittliche Hohe der Biume betrug:
3-jahrige Buchen 19.9 + 0.9 cm (n=130)
5-jahrige Buchen 48,0 + 1.1 cm (n=20)
3-jahrige Latschen 32,0 + 1.5 cm (n=20)
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vihrend des Versuches mit Stickstoff
04], Mangan [Mn3O4 H->0] und
. Mn4 %, Fed %, Cul5 %, Zn 1.5
S0 0.05 %] gedingt. Diese wurden in
LOsung ve....
26.3.1990 (NHg)28U3, -J mg N pro Topf
28.3.1990 Fetrilon combi, 60 mg pro Topf
1.6.1990 (NH4)2S804, 45 mg N pro Topf
22.6.1990 KH,PO4+K3S04, 160 mg K pro Topf
7.7.1990 KH,PO4+K35804, 160 mg K pro Topf
21.7.1990 (NH4)2504, 90 mg N pro Topf
21.7.1990 Fetrilon combi, 60 mg pro Topf
7.9.1990 MnSO4 H2O, 10 mg Mn pro Topf
Die Diingungen wurden gleichzeitig in den Expositionskammern und in
den Open-Top-Kammem vollzogen. Im Frihjahr 1991 nach Ende der
Behandlung wurden von jeweils einem Topf pro Baumart die Bodensubstrate mit
der NH4Cl-Perkolations-methode analysiert (Hantschel, 1987). Getrocknete und
gesiebte Erdproben (2,5g oder 1,25g, wenn Humusanteile vorhanden) wurden in
mit Filter versehenen Spritzen eingefiillt und auf die Perkolationsanlage
aufgesetzt. Die Perkolation dauerte 5h, wobei der regelmifiige Zuflufl von 1M
NHyCI fiir einen pH-Bereich von 4,1 bis 4,6 sorgte, der dem im Waurzelbereich
entspricht. Vom erhaltenen Perkolat wurden pH und Elementgehalte bestimmt.
Die Elementgehalte wurden von der "Zentralen Analytik" des GSF-Instituts fur
Okologische Chemie unter der Leitung von Dr.Schramel untersucht. Mg und P
wurden mit ICP (Inductively-Coupled—Plasmaemissionspektrographie) bestimmt;
Ca, K, Mn mit DCP (Direct-Current—Plasrna-Emissionsspektrographie;
Schramel, 1988). In Tabelle 1 sind die erhaitenen Elementwerte dargestellt,

wobei bei allen untersuchten Proben eine gute Versorgung mit Calcium, Kalium
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1.1.2. Bodenanalyse und Diingung

Die Baume wurden zu Beginn und wihrend des Versuches mit Stickstoff
[(NH4)2S804], Kalium [KH2PO4+K2504], Mangan [MnSO4 H70] und
Spurenelementen [Fetrilon combi, BASF: Mn 4 %, Fe 4 %, Cu 1.5 %, Zn 1.5
%, B 0.5 %, Mo 0.1 %, Mg 9 %, Co 0.05 %] gediingt. Diese wurden in
Losung verabreicht.

26.3.1990 (NH4)2S04, 90 mg N pro Topf

28.3.1990 Fetrilon combi, 60 mg pro Topf
1.6.1990 (NH4)2S0O4, 45 mg N pro Topf
22.6.1990 KH7PO4+K25804, 160 mg K pro Topf
7.7.1990 KH7PO4+K72504, 160 mg K pro Topf

21.7.1990 (NH4)2504, 90 mg N pro Topf

21.7.1990 Fetrilon combi, 60 mg pro Topf

7.9.1990 MnSO4 H70, 10 mg Mn pro Topf

Die Diingungen wurden gleichzeitig in den Expositionskammern und in
den Open-Top-Kammern vollzogen. Im Frihjahr 1991 nach Ende der
Behandlung wurden von jeweils einem Topf pro Baumart die Bodensubstrate mit
der NH4Cl-Perkolations-methode analysiert (Hantschel, 1987). Getrocknete und
gesiebte Erdproben (2,5g oder 1,25g, wenn Humusanteile vorhanden) wurden in
mit Filter versehenen Spritzen eingefiillt und auf die Perkolationsanlage
aufgesetzt. Die Perkolation dauerte 5h, wobei der regeimiBige ZufluB von 1M
NH4CI fiir einen pH-Bereich von 4,1 bis 4 6 sorgte, der dem im Wurzelbereich
entspricht. Vom erhaltenen Perkolat wurden pH und Elementgehalte bestimmt.
Die Elementgehalte wurden von der "Zentralen Analytik” des GSF-Instituts fiir
Okologische Chemie unter der Leitung von Dr.Schramel untersucht. Mg und P
wurden mit ICP (Inductively-Coupled-Plasmaemissionspektrographie) bestimmt;
Ca, K, Mn mit DCP (Direct-Current—Plasma-Emissionsspektrographie;
Schramel, 1988). In Tabelle 1 sind die erhaltenen Elementwerte dargestellt,

wobel hei . . . .
Obei bei allen untersuchten Proben eine gute Versorgung mit Calcium, Kalium
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und Magnesium festgestellt werden konnte. AuBer bei 3-jahrige Buchen der

Filterluft-OTC war auch Mangan ausreichend vorhanden (Hartmann et al.,

1988).

Tab. 1: Elementanalyse von Bodenproben aus jeweils einem Topf pro
Baumart. Probenahme am 5.4.1991.

Element Bodenprobe von:

Buchen Buchen Buchen Latschen

5-jahrig  3-jahrig 3-jéhrig
(0.15x) (1.5x%) (Filterl.)  (0.15x)

Ca (ueq g 286 280 420 520
K (ueq g h) 1159  10.66 4.02 22.97
Mg (ueq gD 19.33  40.2 58.0 109.3
Mn (ueq ™) 1.51 0.35 0.038 6.25

Wihrend des Versuches wurden Blitter, die mit Buchenblattbaumldusen
(Phyllaphis fagi L.) befallen waren, mit Wasser und etwas Spiilmittel

abgewischt.

1.2. Versuche mit Fichtenkeimlingen

Die Fichtensamen (Picea abies [L.] Karst.) wurden von der Staatlichen
Samenklenge und Pflanzschule in Laufen bezogen. Diese wurden in
Kunststoffoehiltern (23 x 7.5 x 5 cm) auf Perlit mit Ingestad-Nahrlosung
gezogen (Rosemann, 1990) und mit demineralisiertem Wasser versehen. Die
Anzucht der Fichten erfolgte bei einer Luftfeuchtigkeit von 75 %, einer
Temperatur von 22 / 17 °C, einer Lichtintnsitit von 60 mE m2 57! und einer

Lichtphase von 14 Stunden (von 6 Uhr bis 20 Uhr).
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2. EXPOSITIONSEINRICHTUNGEN

2.1. Langzeitversuch mit Buchen und Latschen

In Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Angewandte Pflanzenbiologie
(AAP), Schonenbuch, Schweiz, (Dr. S. Leonardi) fand von April bis Oktober
1990 ein Langzeitversuch statt, in dem Effekte umweltrelevanter
Ozonkonzentrafionen auf Buchen und Latschen untersucht wurden.
Pflanzenmaterial aus derselben Vorkultur wurde gleichzeitig in Klimakammern,
Open-top-Kammem und im Freiland behandelt. Abbildung 2 stellt schematisch
den Versuchsaufbau da: die Versuchsfliche von Schénenbuch mit der
MeBstation zur Erhebung von Ozon- und Klimadaten, die Open-Top-Kammern
(Umluft und Filterluft) und die Freilandbehandlung und die Klimakammern
(EPOKA) unseres Instituts.

TIAP: SCHONENBUCH (CH) GSF; NEUHERBERG (D)
KLIMAKAMMERN
MESSSTATION
0,15x 1x
0TC ereiland 0TC 1.5% 2x
Filterluft|| - Lo 2% || Umluft

Abb. 2: Versuchsaufbau.

In der Versuchsanlage des Instituts fiir Angewandte Pflanzenbiologie
wurden Pflanzen in Open-top-Kammem (OTC) und im Freiland behandelt.
Ozon- und Klimadaten wurden von der dortigen Messstation erfaBt und zu der
GSF (Forschungszentrum fir Umwelt und Gesundheit GmbH) per Modem
bertragen. In der GSF wurden die Daten 12 Tage spiter in den Klimakammern
simuliert.
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Die wesentlichen Untersuchungen erfolgten in den Klimakammern des
Instituts. Ozonkonzentrationen und Klimadaten wie Lichtintensitat, Temperatur,
Luftfeuchtigkeit wurden Kkontinuierlich an der MeBstation in Schonenbuch
gemessen. Wochentlich wurden die 2h- bzw. 1/2h-Durchschnittswerte mit
Modem nach Neuherberg (Miinchen) ibertragen. Nach einer Zeitspanne von 12
Tagen wurden die in Schénenbuch gemessenen Werte in den Klimakammern fiir
die Behandlung der Pflanzen eingesetzt. Die Zeitangaben in der folgenden
Arbeit beziehen sich immer auf Schoénenbuch. Die Behandlung wurde iber eine

gesamte Vegetationsperiode durchgefiihrt.

In einem parallel laufenden Versuch wurden die Temperaturen von
Schonenbuch (500 m) um 3-5 °C erniedrigt, um eine erhdhte Hohenlage zu
simulieren (Bergklima). Die biologische Phasenverschiebung durch die tiefere
Temperatur sollte ermdglichen das Einwirken von erhdhtem Ozon wihrend der

empfindlichen Austriebsphase zu untersuchen.
2.1.1. Klimakammern (EPOKAs), Neuherberg

Fiir das Experiment wurden in unseren Institut drei Kammem
(Expositionskammern), mit jeweils vier Kleinkammern von 0,6 m? Fliche und
1,55m Hoéhe (0,35 m davon fiir Waurzelraum) verwendet. Der LuftdurchfluB der
GroBkammer betrug 3000-23000 mIh~!, der der Kleinkammern 40-150 m3hL,
Die Gasdosierung konnte getrennt in den Kleinkammemn gesteuert werden
(Payer et al, 1986). Mit einer Verschiebung um 12 Tage wurden die 2h- bzw.
1/2h-Durchschnittswerte der in Schonenbuch gemessenen Ozonkonzentrationen
und Klimadaten simuliert. Tabelle 2 gibt eine Ubersicht der in den

Klimakammern eingesetzten Bedingungen fur den Langzeitversuch.
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Tab. 2: Bedingungen des Langzeitversuches (28.3. 1990-23.9.1990) in den

Klimakammem (EPOKA):

Ozonkqnzentration 2h-Mittelwerte aus Schénenbuch
| (nL L]

| Dauer der Lichtphase tigliche Anderung, Sonnenaufgang

und Untergang des Standort Basel

Lichtir%ensit‘zit 1/2h-Mittelwerte aus Schonenbuch
)

W m

O

Lufttemperatur 7h-Mittelwerte aus Schonenbuch

Luftfeuchtigkeit 72h-Mittelwerte aus Schoénenbuch
(% rel.)

2.1.1.1. Schadgasdosierung

Die in den Kammemn eingesetzte AuBenluft wurde von Staub, NO2, SO2
und O3 durch folgende Filtersysteme gereinigt: Partikelfilter, Aktivkohle,
Permanganat-iiberzogene Aluminiumpartikel (Purafil II) (Payer, 1986; Brown et
al. 1990). Ozon wurde durch elektrische Entladung in reinem Sauerstoff
generiert  (S00M, Fischer,Koln) und der Reinluft mit Hilfe von
Massenflussreglern  zugemischt. Pro  Ozonvariante  wurden  drei
Massenflussregler auf 1/7, 2/7 und 4/7 der tiglichen maximalen
Ozonkonzentration eingestellt und  iber Zeitschaltuhren allein oder in
Kombination betrieben (D. Strube). Die Analyse des eingesetzten Ozons

erfolgte durch UV-Absorption mit CSI-3100 Analysatoren (Messer-Griesheim,

Miinchen).

2.1.1.2. Lichtsystem
Die Beleuchtungseinrichtung bestand aus Metallhalidlampen (UBS 1000

W), Xenonlampen 4500 W und Kryptonlampen 100 W (Payer, 1986). Die
Kryptonlampen wurden jeweils 30 min morgens und abends eingesetzt, um den

Sonnenauf- und -untergang zu simulieren. Die Dauer der Lichtphase wurde




21

taglich auf die Sonnenauf- und untergangszeiten von St.Gallen bezogen, mit
ciner Korrektur von 7 min fiir Basel. Die maximale Lichtintensitit in den
Kammern betrug 420 W m-2, die minimale 40 W m~2. Werte iiber 420 W m-2
konnten in den Klimakammern nicht erreicht werden. Maximale Tageswerte,
die unter 420 W m-? lagen, wurden auf 420 W m-2 erhoht, und proportional
dazu die iibrigen Tageswerte. Die Strahlungsstirke in den Klimakammern wurde

mit einem Cosine-Luxmeter gemessen (PRC Krochmann, Berlin).

2.1.1.3. Temperatur und Luftfeuchtigkeit

Die Kontrolle der Temperatur erfolgte iiber Pt 100-MeBfiihler, die der
Luftfeuchtigkeit durch Rotronic-Sensoren. Da die Simulation von Temperaturen
swischen-2°C und +2°C schwierig war, wurden Temperaturen unter Null nur
dann in den Klimakammern eingesetzt, wenn die in Schonenbuch gemessene
Temperatur niedriger als -2 °C war. Dies trat nur im April auf und bezog sich
fast  ausschlieBlich auf die Simulation des Bergklimas. Die

Wurzelraumtemperatur wurde auf konstant 7° C eingestellt.

Fiir die Luftfeuchtigkeit wurden ab Mitte Juni die 2hMittelwerte vom
Standort Schénenbuch simuliert. Bis dahin lagen die Werte zwischen 60 und

100%.

2.1.1.4. Windgeschwindigkeit

In jeder Kleinkammer waren in zwei entgegengesetzten Ecken
Ventilatoren angebracht, die im Winkel von 45° um die eigene Achse
schwenkten. Durch diese Drehung wurden in den Klimakammem wechselnde
Windgeschwindigkeiten zwischen 0.3und 1 m sec”) erreicht. Dies ermdglichte
sowohl den Grenzflichenwiderstand an den Blattoberflachen herabzusetzen, als
auch eine homogene Verteilung des Ozons und der Temperatur speziell bei

hohen Beleuchtungsstirken (personliche Mitteilung von S. Leonardi). Vom
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24.8. bis zum Ende des Versuches am 23.9.1990 wurden die Ventilatoren nur
an Tagen in Funktion gesetzt, an denen die Ozonkonzentration 60 nL L} und
die Temperatur 25°C unterschritt (insgesamt 11 Tage), um windstille Tage zu

simulieren.

2.1.1.5., Bewiisserung

Diese erfolgte durch Tensiometer, die computer gesteuert eine
automatische Bewisserung einleiteten, wenn Trockenheitssituationen (< 150
hPa) im Boden erreicht wurden (Pfirrmann et al., 1990). Zwei Tensiometer
steuerten die Bewisserung fiir jeweils 5 Topfe, die in einer Wanne standen (60 x
40 cm). Die Topfe standen auf zwei Lagen Glasfasermatten und wurden mit

gelochten Polyurethanplatten abgedeckt.
2.1.2. Semi-Open-Top-Kammern und Freiland, Schénenbuch

Auf der Versuchsfliche des Instituts in Schonenbuch standen acht Semi-
open-top-Kammerm (OTC) von denen zwei fiir den hier beschriebenen Versuch
verwendet wurden. Die OTCs waren mit einer PVC-Folie berzogen. Die
Diicher schlossen sich automatisch bei Regen. Die Luft in den OTCs wurde iiber
Partikelfilter, Kaliumpermanganat imprégniertem Aluminiumoxid (Purafil) und
Aktivkohlefilter gereinigt (Braun und Fliickiger, 1988). Fiir die 1x-Behandlung
in der Umluft-OTC wurden keine Aktivkohlefilter verwendet. Die filtrierte Luft
wurde durch einen Schlauch in die Kammermn geleitet, der auf 1 m Hohe in den
OTCs angebracht war. Da stindig gefilterte Luft nachstromte, konnte es durch
das offene Dach nicht zu einer Durchmischung mit der Umgebungsluft
kommen. Die Bestimmung der Ozonkonzentrationen erfolgte durch Messung (ier
UV-Absorption bei 254 nm und wurde mit einem Dasibi-Ozonanalysator
durchgefiihrt.

Neben den OTCs wurde eine Fliche von 1 m x 1,5 m fir Pflanzen
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verwendet, die eingetopft im Freien standen.
Die Datenaufnahme sowie die Betreuung der Anlage in Schonenbuch

erfolgte durch Dr. S.Leonardi.
2.2. Versuch mit Fichtenkeimlingen

Unter der Leitung von Dr. W. Heller wurde ein vierwdchiger Versuch mit
Fichtenkeimlingen durchgefiihrt. Sechs Wochen alte Keimlinge wurden zur
Behandlung in Plexiglaskammern (70 x 110 x 110 cm) gestellt. Die Kammern
wurden mit Frischluft versorgt (Luftdurchsatz 60 m> h'l) und mit Ozon in den
gewihlten Konzentrationen. Die Beleuchtungsstirke und die Klimabedingungen

wurden an die Anzuchtbedingungen angepasst (siehe Kap. 1.2.).

3. BEHANDLUNGEN
3.1. Langzeitversuch
3.1.1. Zeitlicher Ablauf des Versuchs

Vom 16.3.1990 an wurden die Pflanzen in den Expositionskammem bei
7°C Tagestemperatur und 2°C Nachttemperatur; ca. 200 W m?
Beleuchtungsstirke von 6 bis 19 Uhr und einer Feuchte von 70% am Tag und
80% in der Nacht akklimatisiert. Als Hintergrundbelastung wurden konstant 10
nL L'} Ozon gegeben. Vom 25.3.1990 an wurde in den Kammem die
Temperatur graduell auf eine Tagestemperatur von 14°C und eine
Nachttemperatur von 5°C erhOht. Am 28.3.1990 wurden dreiBig 3-jahrige
Buchen nach Schénenbuch transportiert und dort fiir die Filter-und Umluft-

Behandlung in je eine OTC und im Freiland ausgesetzt. Hundert 3-jdhrige




24

Buchen, zwanzig S5-jihrige Buchen und zwanzig Latschen wurden in die
Expositionskammern gestellt.

Die Behandlung der Buchen und der Latschen geschah vom 28.3.1990 bis
Jum 23.9.1990. Die Buchen der Bergklima-Behandlung wurden vom 28.3.1990
bis zum 21.7.1990 behandelt. Die Biume wurden nach der Behandliung in den
Institutsgarten gestellt, und die Tdpfe {iber Winter mit Rindenmulch bedeckt.
Die Pflanzen bekamen natiirlichen Regen, nur bei langeren Trockenperioden
wurden sie mit Leitungswasser gegossen. Die Ozonkonzentration in der

Umgebungsluft wurde iiber die gesamte Zeit kontinuierlich aufgezeichnet.

3.1.2. Verteilung der Pflanzen und Versuchsdesign

In den Klimakammern wurden die realen Ozonkonzentrationen von
Schonenbuch simuliert. Zusitzlich wurden Behandlungen mit proportional
erniedrigten  (0,15x) und  erhdhten (1,5x, 2x) Ozonkonzentrationen
durchgefiihrt, Tabelle 3 gibt einen Uberblick des Versuchsdesigns in den

Klimakammern,

Tab. 3: Uberblick der Verteilung und Behandlung der Biume in den
Klimakammem (siehe auch Abb. 9):

Kammer Ozonbehandlung Baumart
1 0,15x , 2x Latschen + 5-jahrige Buchen
2 0,15x, 1x, 1,5x, 2x  3-jéhrige Buchen

3 0,15x, 1x, 1,5x, 2x 3-jahrige Buchen (Bergklima)




25

In den OTCs wurden Buchen mit den realen Ozonkonzentrationen
(Umluft) und mit filtrierte Luft (Filterluft) behandelt. Die Uberpriifung der
Ozonkonzentrationen in den OTCs zeigte in der Umluft-OTC gegeniiber dem
Sollwert ca. 20% niedrigere Ozonkonzentration und in der Filter-OTC um

ca.85% niedrigere Ozonkonzentration.

3.2. Versuch mit Fichtenkeimlingen

Fiir die Behandiung der Fichtenkeimlinge wurden von 12 bis 20 Uhr
Ozonkonzentrationen von 300 und 600 nL L1 0zon eingesetzt; als Kontrolle
diente eine Ozonkonzentration von 20 nL L-l. Der Versuch lief vier Wochen,

bei einer Temperatur von 20-17 °C und einer Lichtphase von 6 bis 20 Uhr.

4. QUALITAT DER SIMULATION IM LANGZEITVERSUCH

In den Abb. 3a, 3b, 3¢, 3d werden am Beispiel eines Tagesprofils die
1/2h- und 2h-Mittelwerte von Ozon- und Klimadaten verglichen. Der Vergleich
zeigt, daB bei Ozonkonzentrationen, Temperatur und Luftfeuchtigkeit die
unterschiedlichen Mittelwerte ein vergleichbares Profil ergeben. Bei der
Lichtintensitit ergibt der 1/2-Mittelwert einen genaueren Verlauf als der Zh-
Mittelwert. Daher wurden in den Klimakammern zur Simulation der
Ozonkonzentrationen, Temperatur und Luftfeuchtigkeit 2h-Mittelwerte

eingesetzt, fiir die Lichtintensitit 1/2h-Mittelwerte (ab Juni).
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Abb. 3: Vergleich von 1/2h- und 2h-Mittelwerten von a)
Ozonkonzentration, b) Lichtintensitit, ¢) Temperatur und d) Luftfeuchtigkeit fir
einen reprisentativen Tag im Mai 1990.

Die Qualitit der Simulation fiir Ozon wird beispielhaft in Abbildung 4
dargestellt, an Hand eines Vergleichs zwischen 2-fach erhdhten
Ozonkonzentrationen von Schonenbuch und deren Simulation in den
Klimakammern vom 25.6.- 5.7.1990. Es zeigt sich, daB die Ozonwerte maximal

um 10 % abweichen.
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Abb. 4: Vergleich zwischen 2x erhéhten Freiland-Ozonkonzentrationen
und simulierten Ozonwerten in der Klimakammer 1.1. fiir den Zeitraum 25.6. -
5.7.1990.

Die Ozonmessungen erfolgten in Schénenbuch mit einem Dasibi-Analysator, in
den Klimakammem mit CSI-3100-Analysatoren. Um MeBunterschiede zwischen
den Geriten festzustellen, wurden wiahrend des Versuches einen Tag lang beide
Analysator-Typen in Schonenbuch parallel eingesetzt. Die im Freiland
gemessenen Ozonkonzentrationen zeigten nur eine Abweichung von 5%

zwischen den Geriten, wobei der Dasibi-Analysator die niedrigeren Werte

angab.
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5. BIOMETRISCHE UNTERSUCHUNGEN BEIM LANGZEITVERSUCH
5.1. Austrieb von Buchen

Der Austrieb der einzelnen Biumen wurde in 5 Phasen aufgeteilt und
wochentlich eine Bewertung durchgefiihrt.
Austriebstadien O: keine  Knospenschwellung
1: leichte Knospenschwellung
2: deutliche Knospenschwellung
3: ersten Blattspitzen sichtbar
4: ersten Blittchen entfaltet

5- alle Blitter aus der Knospe entfaltet
5.2. Zuwachsrate

Waochentlich wurde die Linge des Haupttriebes gemessen (Linge ab
Knospenmitte bis zur Triebspitze oder bis zu dem jingsten Blatt). Mit der
Berechnungsformel von Chiarello et al. (1989) wurde die Zuwachsrate
bestimmt.

Zuwachswachsrate = (In 1j - In }j-1) tl
Inl; = Logarithmus der Lange des Haupttriebes
In ;.1 =Logarithmus der Lange, welche bei der vorherigen

Messung bestimmt wurde
t = Anzahl Tage.

5.3. Blatt- und Nadelfiirbung
Der Anteil nekrotisierter Blattoberfliche bei den Buchen wurde

wochentlich im Laufe des Versuches visuell festgestellt. Zur Uberpriifung wurde

der nekrotische Blattanteil (in Prozent auf die Gesamtblattfliche) mit einem
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FlichenmeBgerit (Delta-T, Burwell, England) bestimmt.

Bei den Latschen wurde der Vergilbungsgrad nach folgendem Schema
festgestellt (Langebartels et al., 1989):

1 : dunkelgriin

2 : griinlich-gelb
3: gelb
4 : gelb bis braun
S : braun

Die Bewertung wurde 1 bis 2 mal wdchentlich durchgefiihrt. Jeder Baum
wurde einzeln bewertet und anschliefend wurde Gber 10 Biume pro Behandlung

gemittelt,
5.4. Blatt- und Nadelverlust

Um den prozentualen Blattverlust bei Buchen festzustellen, wurde nach
Beendigung des Austriebs fiir jeden Baum die Anzahl der Blitter bestimmt und
der ermittelte Wert als 100 % festgelegt. Yon Beginn des Blattfalls an wurden
die abgefallenen Blitter pro Woche gezihlt. Pro Baum wurde der Prozentsatz
noch vorhandener Blitter berechnet und fir jede Behandlungsvariante gemittelt.

Bei den Nadelbiumen wurde der prozentuale Nadelverlust for jeden Baum
und Nadeljahrgang abgeschitzt, und anschlieBend wurde iiber die Bdume einer

Behandlung gemittelt.
6. GASWECHSELMESSUNGEN BEIM LANGZEITVERSUCH

Die Gaswechselmessungen wurden an jeweils 2 Blittern pro Baum
zwischen 13 und 15 Uhr mit einem transportablen Porometer (LCA-2 Analyzer,
Parkinson Leaf Chamber, ADC,GB-Hoddesdon) durchgefiihrt. Die Messungen

wurden immer an denselben Bldttern bei maximaler Lichtintensitit
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vorgenommen. Die Blétter wurden nach guter Lichtexposition und einer der
MeBkiivette entsprechenden GroBe (6,2 cmz) ausgewihlt. In den Klimakammern
wurden zur Messung die Pflanzen an einen definierten Ort innerhalb der
Grofikammer gebracht. Um Unterschiede zwischen den ersten und den letzten
Messungen des Tages zu kompensieren, wurde in der Meffolge zwischen den
unterschiedlichen Behandlungsvarianten gewechselt. Wihrend der Messung

wurde die Ozonbehandlung in der jeweiligen Klimakammer abgeschaltet.
7. ERNTEPLAN UND ELEMENTGEHALTE
7.1. Langzeitversuch

Im Laufe des Versuches wurden die Biume zur Bestimmung biochemischer
Parameter beprobt. Drei Probenzhmen wurden an den 3-jdhrigen Buchen

durchgefiihrt, sieben an den 5-jihrigen Buchen und neun an den 3-jihrigen Latschen

(Tab.4).
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Tab. 4: Erntezeitpunkte fiir Buchen (3- und 5-jdhrig) und Latschen.

Emtezeit Buchen Buchen Latschen
3-jahng 5-jahrig

19.5.1990 X X
30.5.1990 X X
16.6.1990 x X
27.6.1990 X X
15.7.1990 X X
22.7.1990 X

2.8.1990 X X
17.8.1990 X X
18.8.1990 X

24.8.1990 X
14.9.1990 X

15.9.1990 X

Alle Biume wurden im Folgejahr wihrend der Weiterkultur im Freiland
ein weiteres Mal beerntet (1.9.1991). Geerntet wurden Bldtter aus dem oberen
Bereich, nicht aber das jeweils letzte Blatt eines Triebes. Von den
Johannistrieben wurden keine Blitter geerntet. Bei der Probenahme wurde

darauf geachtet, daB die aktuelle Ozonkonzentration (1x-Variante) zwischen 40-




32
60 nL Ll Ozon lag und daB die Lichtintensitit in den Klimakammern dem
hoéchstmoglichen Wert von 420 W m2 entsprach.

Die Emten der 3-jihrigen Buchen wurden zeitgleich durchgefiihrt, das
heift in den Klimakammem 12 Tage spater als im Freiland (Schonenbuch).
Nach der Frischgewichtbestimmung wurden die Proben sofort in fliissigem
Stickstoff eingefroren und bei -80° C gelagert. Von Blattern, die im Juni und im

August 1990 geerntet wurden, wurden Elementgehalte bestimmt (Tab.5).

Tab. 5: Elementgehalte von Blattproben bezogen auf Trockenmasse

Element Emtedatum

12.6.90 11.8.90 19.8.90
1x+2x 0,15x 1x 1,5x 2x 0,15x 1x 1,5x2x
c mgg)) 440 442 468 475

+30 +42 7 X3

N (mggh) 14.6 13.7 15.6 159
+1.0 +1.3 £0.8 +0.3

Camgg'l) 11,4 11,1 132 105 121 ° 157 140 11,9 13,0
+32 407 +0,8 +12  +1,0 £23 1,1 11

Fe(ug g'l) 184 132 132 435 112 445 381 378 375
122 441 +267 +36  +260 184 £214 144

K (xg g'l) 2882 3780 4283 3852 4353 4079 3285 4116 3852
+90 +230 +279 £174 +627 +237 £140 +264

Mg(ug g'1) 4053 4128 3948 3754 3868 4007 3157 3100 3325
1419 £26 +157 +267  +776 451 155 £345

Mn(ugg)) 17 137 17.5 280 419 569 157 14.7 17.8
$1.6 +3.2 +11.4 +32  £39.1 2.8 £1.4 $4.1

P (;.ng'l) 1531 1188 1234 1354 1541 1275 1107 1361 1437
+56 +48 +120 83 +113 +124 +41 +68

S (ugg)1163 913 987 849 885 1251 1055 1300 1267
479 £37 +60 +£17  #110 +127 +65 £38
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Die Blitter wurden bei 85°C getrocknet und im Dismembrator zerkleinert.
Um Verunreinigungen zu vermeiden, wurden Teflongefife und Porzellanloffel
benutzt. Die Elementanalyse wurde von der "Zentralen Analytik" (Dr.Schramel)
durchgefiihrt (siehe 1.1.2.). Ein Vergleich mit Literaturangaben (Hartmann et
al., 1988; Fliickiger et al., 1989) zeigte, daB der Mangangehalt sich im

Grenzbereich befand, die anderen Elementgehalte aber ausreichend vorlagen.
7.2. Versuch mit Fichtenkeimlingen

Wihrend der vier Behandlungswochen wurden neun Probenahmen
durchgefiihrt: eine vor Behandlungsbeginn, drei wihrend der ersten drei Tage
und jeweils zwei in den folgenden Wochen. Die Probenahmen fanden zwischen
11 und 12 Uhr statt. Die Keimlinge wurden in Primidmadeln und Kotyledonen,
Hypokotyle und Wurzeln getrennt. Zusitzliche Probenahmen wurden jeweils um
17 Uhr, finf Stunden nach Beginn der tiglichen Ozonbehandlung, durchgefiihrt
und zur Bestimmung der Ethylenentwicklung verwendet.

Wihrend der ersten zwei Behandlungstage wurden in einem 2-3
Stundenrhythmus Keimlinge der 300 und 600 nL L~ Ozonbehandlung sowie die
der Kontrolle geerntet und in Nadelkrinze, Hypokotyle und Wurzeln getrennt
eingefroren. Frische Nadelkrinze wurden zur Ethylenbestimmung verwendet.

Nach 18 Behandlungstagen wurde erneut eine Tageskinetik durchgefiihrt.
Zusitzlich wurden in einer Variante Keimlinge von 300 auf 600 nL L-! Ozon
umgestellt und auf Anderungen der analysierten Parameter wihrend des

Tagesverlaufs untersucht.
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8. BIOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

8.1. Bestinmung von 1-Aminocyclopropan-l-Carbonsﬁure (ACC) und

Malonyl-ACC

§.1.1. Extraktion von ACC und MACC aus Buchenblittern und

Latschennadeln

Die Extraktion von 1-Aminocyc10propan-l-carbonsﬁure aus Buchenblitter
nach Langebartels et al. (1991) wurde verindert. Etwa 0,2g Blétter wurden
unter flissigem Stickstoff sermérsert, in EppendorfgefaBe iiberfithrt und mit 1
ml 80% Ethanol 5 min heftig geschilttelt, anschlicbend 5 min bei 13500 rpm
und 4°C zentrifugiert (Sigma 202 MK). Der Uberstand wurde wieder in
Eppendorfgefafie iiberfithrt und das Pellet zweimal mit 0,5 ml 80 % Ethanol wie
oben nachextrahiert. Die gesammelten {Jberstinde wurden unter Vacuum zur
Trockne eingeengt (Speed Vac Concentrator, Savant). Der Riickstand wurde mit
1 ml Wasser (bidest.) und 1 ml Chloroform versetzt und kurz zentrifugiert (2
Minuten bei 13500 rpm in der Sigma 202 MK), um eine bessere
Phasentrennung zu erreichen. Die Chloroformphase wurde mittels einer Pipetie
entfernt. Zur verbliebenen Wasserphase ~wurden 0.01 g Polyvinyl-
polypyrrolidon (PVPP, Sigma, Deisenhofen) zugesetzt. Dann wurde geschiittelt
und kurz zentrifugiert (2 Minuten bei 13500 rpm).

Fiir die Extraktion von ACC aus Latschennadeln wurden 0,2 g Nadeln
verwendet. Diese wurden in fliissigen Stickstoff eingefroren und mit einem
Dismembrator (Mikro-Dismembrator I, P.Braun, Reutlingen) 5 min

homogenisiert. Die Extraktion wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt.
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8.1.2. Extraktion von ACC aus Kiefern- und Fichtennadeln

Die Extraktion verlief nach der fiir Fichten beschriebenen Vorschrift von
Chen und Wellburn (1989). Etwa 0,2g Nadelmaterial wurden unter fliissigem
Stickstoff mit einem Dismembrator zerkleinert und in Eppendorfgefdien mit 1,2
ml 2 % (v/v) Metaphosphorsiure (Aldrich-Chemie, Steinheim) 1 min kréftig
geschiittelt. Nach Zugabe von 0,01 g PVPP wurde 1 min geschiittelt und
anschlieBend 15 Minuten bei 14000 rpm zentrifugiert (Sigma 3K12). Der klare
Uberstand wurde zur ACC-Bestimmung am Gaschromatographen eingesetzt (s.

Abschnitt 8.4.).

8.2. Hydrolyse von MACC zu ACC

Fiir die Bestimmung von MACC wurde nach der oben beschriebenen
Extraktion eine Hydrolyse durchgefiihrt, um den Malonylrest abzuspalten. 500
pl des Extraktes wurden mit 100 pl 12N HCl 3 Stunden in verschlossenen
Glasréhrchen bei 120°C hydrolysiert. Die Reaktion wurde mit 600 ul 2N NaOH
gestoppt. Die Bestimmung des Malonyl-ACC erfolgte durch Differenz-Bildung
nach der Formel

(Gesamt-ACC - ACC)frej = MACC

8.3. Umwandlung von ACC zu Ethylen

Zur ACC-Bestimmung wurde die Methode von Lizada und Yang (1979)
angewendet. 200 ul Extrakt, 500 ul Wasser (bidest.) und 100 pl 10 mM HgClp
wurden in ein 7 ml Reagenzglas gegeben, dieses mit einem Silikonstopfen
verschlossen und in Eis gestellt. Bei der Gesamt-ACC Bestimmung wurden 480
gl hydrolysierter Extrakt, 220 ul Wasser (bidest.) und 100 ul 10mM HgCly

eingesetzt. Durch den Silikonstopfen (Vemeret, Pulheim/Frankreich) wurden




36

mit einer Spritze 200 ul Oxidationslésung (2 Teile 5% NaQOCl und 1 Teil
gesattigte NaOH-Losung) zugegeben. Die Ausbeute an Ethylen durch Zugabe
verschiedener Mengen von Oxidationsmittel in ACC-Standardlosungen zeigte,

daB durch Zugabe von 200 ul Oxidationsmittel eine maximale Ausbeute erreicht

wurde (Abb. 5).
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Abb. 5: Wiederfindung von ACC (0,1 nmol) als Ethylen nach Zugabe
steigender Mengen von Oxidationsmittel. Mittelwert + SE. (n= 3).

Das Reaktionsgemisch wurde kurz geschiittelt (10 Sekunden) und 2,5
Minuten auf Eis stehen lassen. Nach weiteren 10 Sekunden Schiitteln wurde 1
ml der Gasphase am Gaschromatographen analysiert.

In den Latschenextrakten war eine erhOhte Zugabe von Oxidationsmittel
(300 ul) nétig, um das vorhandene ACC zu Ethylen zu oxidieren, vermutlich

wegen erhohter Gehalte an oxidierbaren Stoffe. Die Wiederfindungsrate von
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ACC im Latschenextrakt war bei Zugabe von 300 ul Oxidationsmittel 68 + 3,5

9%, bei Zugabe von 200 pul 50 + 7,6 %.
8.4. Gaschromatographische Bestimmung von Ethylen aus ACC

Die ACC-Messungen wurden mit einem 5890 A-Gaschromatographen
(Hewlett-Packard) mit gepackter Siule (Porapak Q; 80-100 mesh; 1,83x2mm)
und Flammenionisationsdetektor (FID) durchgefiihrt. Die GasfluBraten waren:
Stickstoff 20 ml min™! , Wasserstoff 28 ml min'l, synthetische Luft 250 ml min~
1 Die Saulentemperatur betrug 50 °C, die Injektortemperatur 150 °C, die
Detektortemperatur 200 °C. Bei diesen Bedingungen war die Retentionszeit des
Ethylens 1,8-1,9 min, die von Ethan 2,6 min,

Fiir die Quantifizierung wurde eine Eichgerade mit Ethylen-Standardgas

erstellt. Diese zeigte eine Linearitit von 0.002 bis 20 nmol (Abb. 6).
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Abb. 6:  Eichkurve zur  quantitativen  Auswertung  der
gaschromatographischen Ethylenbestimmung, erstellt durch Verdinnung von
Standardgas in GefiBen mit Stickstoff-Atmosphare. Mittelwert + SE. (n= 3).
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Mit den MeBwerten wurde eine lineare Regression durchgefiihrt und die
folgende Formel fiir die Umrechnung der Peakfliche zur Ethylenmenge
verwendet.

[(og Peakfliche - 5,51)/0,96]
x Volumen

nmol Ethylen = 10

Um den linearen Bereich der Umwandlung von ACC zu Ethylen zu
bestimmen, wurden von einer ACC-Standardlésung unterschiedliche ACC-
Mengen in bidestilliertem Wasser geldst. In jeweils dreifachem Ansatz wurden
zu einem der Bereich von 0,05 bis 20 nmol ACC (Abb. 7a), und zum zweiten
der Bereich von 0,001 bis 1 nmol (Abb. 7b) untersucht. Die Eichkurve war im

Bereich von 0,005 bis 20 nmol linear.

Abb. 7. Quantitative Umwandlung von ACC-Standard in Ethylen nach
verschiedener

Lizada

und

Yang

(1979).

ACC-Standardlosungen

Konzentrationsbereiche wurden in 2 unabhingigen Experimenten eingesetzt, a)
Konzentrationsbereich 0,05 - 20 nmol ACC. b) Konzentrationsbereich 0,001 - 1
nmol ACC. Mittelwert + SE. (n= 3).
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8.5. Wiederfindungsrate von ACC in Blatt- und Nadelextrakten

Zur Bestimmung der Wiederfindungsrate wurden zum Extrakt 0,01, 0,05
oder 0,1 nmol ACC gegeben und der ACC im Uberstand bestimmt. Die

Wiederfindungsrate wurde berechnet nach der Formel:

[(PI'Obe + Standard)gemessen/ (PrObe + Standard)’rheone] x100

Die Wiederfindungsraten nach den einzelnen Extraktionsverfahren sind in

Tabelle 6 angegeben.

Tab. 6: Wiederfindungsraten von ACC bei verschiedenen Baumarten nach
unterschiedlichen Extraktionsverfahren (n = 3-6)

Pflanze Extraktionsverfahren Wiederfindungsrate
(%)

Buche Ethanol 76 + 3,0

Latsche Ethanol 50 + 7,6
Ethanol (bei 300 ¢l Oxidationsmittel) 68 + 3,5
Oxidationsmittel)
Metaphosphorsdure 31+3,5

Fichte Metaphosphorsiure 77 £ 12,5

Kiefer Ethanol 66 + 2,3
Metaphosphorsdure 83 + 1,7

8.6. Ethylenentwicklung von Buchenblittern und Fichtenkeimlingen

Fiir die Bestimmung der Ethylenentwicklung von Buchenblittern wurden
je zwei Buchenblitter (0,2 g) mit ihren Stiel vorsichtig in breithalsige 25ml-
Erlenmeyerkolben mit 2 ml bidestilliertem Wasser gestellt. Die Gefdfie wurden

mit Silikon-Septen verschlossen und 1 Stunde bei 22°C und fiir die
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Ethylenentwicklung inkubiert.

Fir die Bestimmung der Ethylenentwicklung aus Fichtenkeimlingen
wurden etwa 0,3 g abgeschnittene Nadelkrinze mit je 0,5 cm Hypokotyl in
enghalsige 25ml-Erlenmeyerkolben gelegt, diese mit Silikonsepten verschlossen
und 2h inkubiert. Mit einer Einwegspritze wurde jeweils 1 mi Gasphase
entnommen und mittels Gaschromatographie analysiert. Das Volumen der
Inkubationsgefife wurde durch Fillen mit Wasser und anschlieBendem

Auswiegen bestimmt,

8.7. Bestimmung der freien Polyamine

Die Bestimmung der freien Polyamine erfolgte durch HPLC-Analyse nach
Derivatisierung mit 9-Fluorenylmethylchloroformat (FMOC-C1) (Schraudner,
1992). 0,2 g mit flissigem Stickstoff pulverisiertes Blattmaterial von Buchen
wurde 1 h mit 5 % Perchlorsdure extrahiert und 5 min im Ultraschallbad bei 4
°C behandelt. Nach Derivatisierung mit FMOC-CI wurden Putrescin, Spermidin

und Spermin iiber HPLC aufgetrennt.

8.8. Freisetzung von Kationen und Fluorescin-Oxidation in

Buchenblattscheiben

Fiir die Bestimmung der Freisetzungsraten von Calcium, Kalium und
Magnesium wurden pro Behandlungsvariante 14 Blitter geemntet (1-2 Blitter pro
Pflanze). Aus dem frisch geernteten Material wurden Blattscheiben mit einen
Durchmesser von 11,5 mm mit einem Korkbohrer ausgestochen, wobei die
Mittelrippe ausgespart wurde. Pro Behandlung wurden 6 Parallelproben mit je 5
Blattscheiben pro Probe angesetzt. Die Blatischeiben wurden sofort in jeweils
ein 25ml-Becherglas mit 5 ml 10 mM 1,4-Piperazin-bis—(ethansulfonsﬁure)-

NaOH-Puffer (pH 5,6) und 10 pl 2',7'-Dichlorofluorescindiacetat (Serva) (Spug
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ml'l) in reduzierter Form (DFA) gelegt. Nach 1 Stunde Inkubation unter
leichtem Schwenken wurde der Puffer abgegossen und zweimal mit neuem
Puffer (20-40 ml) gewaschen. Nach Inkubation in neuem Puffer wurden 3 ml
aus der Inkubationslosung entnommen und am ICP-OES auf den Elementgehalt
(K, Mg, Ca) analysiert.

Fiir die Bestimmung der Oxidationsrate der Blattscheiben wurden nach 30
und 60 Minuten je 1 ml aus der gleichen Inkubationslosung entnommen und mit
einem Fluoreszenzspektrophotometer (Hitachi F-3000, Minchen) bei einer
Anregungswellenlinge von 495 nm und einer Emissionswellenldnge von 520 nm

VEIrmessen.

9. STATISTISCHE AUSWERTUNG

In den Abbildungen sind die Mittelwerte der Messungen (n=3-10) und c_lie
Standardfehler (SE) angegeben.

Fiir die statistische Auswertung wurden Multiple range analysis (LSD-
Test, Statgraphics) mit einen Signifikanzniveau von 5% (p < 0,05) und eine

mehrfaktorielle Varianzanalyse (Analysis of Variance, ANOVA), durchgefiihrt.
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1I1. ERGEBNISSE

1. VERSUCHSAUFBAU DES LANGZEITVERSUCHS MIT REALEN
UND PROPORTIONAL ERHOHTEN OZONKONZENTRATIONEN

Von Mirz bis Oktober 1990 wurde ein Versuch zur Wirkung realer bzw.
realititsnaher Ozonkonzentrationen auf Buchen durchgefiihrt. Die Ozon- und
Klimadaten stammten aus Schénenbuch bei Basel (Schweiz) und wurden in den
Expositionskammern (EPOKAs) unseres Instituts simuliert. Dabei wurden reale
(1x), zwei proportional erhdhte (1,5x und 2x) und eine erniedrigte (0,15x)
Ozonkonzentration verwendet. In Schénenbuch wurden gleichzeitig eine
Behandlung in Open-Top-Kammern (OTC) mit Umgebungs- und Filterluft
durchgefiihrt sowie Baume im Freien kultiviert. Abbildung 8 gibt einen
Uberblick iiber den Versuchsaufbau, mit den 3 Klimakammern unseres Instituts
und die jeweiligen vier Behandlungsvarianten, die zwei Open-Top-Kammemn
(Filterluft und Umluft) und die Behandlungsvariante im Freiland. Fiir den
Hauptversuch wurden 3-jihrige Buchen in Expositionskammern, Open-Top-
Kammermn und im Freiland eingesetzt. Parallel dazu wurden in den
Klimakammern 5-jihrige Buchen und 3-jihrige Latschen mit 2x erhdhten und
auf 0,15x erniedrigten Ozonkonzentrationen behandelt. Die 5-jahrigen Buchen
ermoglichten auf Grund der hoheren Blattzahl gegeniiber den 3-jahrigen Buchen
eine grofere Anzahl von Probenahmen und damit eine genauere Bestimmung
zeitlicher Verldufe biochemischer Prozesse. In Abbildung 9 sind die Open-Top-
Kammern sowie die Biume des Freilands abgebildet. Die Abbildung gibt auch
einen Einblick in eine Klimakammer (Abb. 9¢) mit den entsprechenden
Kiivetten in denen 3-jihrige Buchen standen.

Bei weiteren 3-jihrigen Buchen wurde zusitzlich zur Ozonbehandlung die

Temperatur um 3-5 °C emiedrigt, wodurch die Simulation einer Hohenlage
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(simuliertes Bergklima) angestrebt wurde. Ziel dieses Versuches war, der
Austrieb der Buche soweit zu verzogern, daB dieser in den Zeitraum erhghter
Ozonbelastung fiel, um somit die Einwirkung erhohter Ozonwerte in der

Austriebsphase studieren zu konnen.

KLIMAKAMMERN
2xX 0,15k 1x 0,15x% 1,5x 1x
X 0,15k 0,15x% |2x 2X 0,16k

5—jahrige Buchen 3-jahrige Buchen 3-—jéhrige Buchen
und Latschen (Bergklima)

OPEN-TOP—-KAMMERN FREILAND

Filterluft

Umluft 3—jahrige Buchen

3—jéhrige Buchen

Abb. 8: Versuchsaufbau. Behandlung und Verteilung der Pflanzen in den
Klimakammern (GSF), Open-Top-Kammem (Schdnenbuch) und im Freiland
(Schénenbuch).




.....

Abb. 9: a) Ansicht der Versuchsanlage in Schénenbuch, mit der
MeBstation (links) und 2 Open-Top-Kammern (OTCs). Zwischen den OTCs

wurden Buchen unter Freilandbedingungen exponiert (b).
¢) Einblick in eine Klimakammer (EPOKA) mit vier Kivetten, in denen

Buchen unterschiedlichen Ozonbehandlungen ausgesetzt wurden.
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Der zeitliche Verlauf der Ozonwerte wihrend der Vegetationsperiode 1990
wird in Abbildung 10 wiedergegeben. Deutlich sind ansteigende Werte von
April bis Juli erkennbar, insbesondere ein sprunghafter Anstieg von relativ
niedrigen Werten Anfang Juli (durchschnittlich 30 nL L’l) auf mehr als 60 nL
11 (24h-Mittelwert) von Mitte Juli bis Mitte August. In diesem Zeitraum
wurden Spitzenwerte von 120 nL L-! Ozon erreicht. Die 1,5x und 2x erhdhten
Freilandwerte erreichten 50-70 nL L'l sowie 80-100 nL Ll Ozon als
Tagesmittelwerte von Mai bis August 1990.

r T 1 T T

120 |- 4

100 + =

Ozone [nL/L]

4. 5. 6. 7. 8. 9. 1990
[Monate]

Abb 10 : Maximale Tageskonzentrationen (2h-Mittelwert) (durchgezogene
Linie) und Tagesdurchschnittswerte (24h) der Ozonkonzentrationen (gestrichelt)
von April 1990 bis September 1990 in Schonenbuch.
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Ahnlich hohe Ozonwerte wurden bereits wihrend der letzten Jahre erreicht
(Fliickiger, 1988). Demgegeniiber werden seit einigen Jahren SO2-
Konzentrationen unterhalb des Grenzwert der Luftreinhalteverordnung von 100
RE m>  und NOj-Konzentrationen  unterhalb  des  Grenzwert  der I

Luftreinhalteverordnung von 80 ug m3 gemessen, |
Die Qualitit der Simulation fiir die vier Behandlungen in den

Klimakammern wird in Abbildung 11 am Beispiel von 3 Tagen aus dem August .

1990 gezeigt. Neben den Freilandwerten Schoénenbuchs sind die |

Ozonkonzentrationen aus vier Klimakammern der Expositionskammemn

dargestellt, in denen 3-jdhrige Buchen unterschiedlichen Belastungen ausgesetzt

wurden. Am 11.8. wurde von 13 bis 15 Uhr die Ozonbehandlung unterbrochen,

um Photosynthesemessungen durchfiithren zu konnen.

200

Qzon [nLU
3

8

W“’M\a RSN S e AN

{ | I
5 0 15 20 254 5 10 1B 20 24 S 10 15 20 24 ‘

10.6. { 1.8, { 12.819%0

Abb. 11: Simulation von einfachen (1x), proportional erhdhten (1,5x und
2x) und erniedrigten (0,15x) Ozonkonzentrationen in den Klimakammem.
Gezeigt werden die in den Klimakammern bei den vier Behandlungsvarianten
gemessenen 2h-Mittelwerte an drei Tagen (10. bis 12.8.1990). Am 11.8. wurde |
die Ozonbehandlung von 13 bis 15 Uhr unterbrochen, um
Photosynthesemessungen durchzufithren. Zusitzlich werden die 2h-Mittelwerte
der im Freiland gemessenen Ozonkonzentrationen gezeigt (gestrichelte Linie,
Sollwert 1x).
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Nach der Behandlung wurden die Biume im Institutsgarten weiterkultiviert.
Dort waren sie den in Neuherberg natiirlich auftretenden Ozonkonzentrationen

ausgesetzt, mit sommerlichen Spitzenwerten von 100 nL L} (Abb. 12).

100

:J:'é 75

S wf

N

© 5 ‘ ﬂ[ |
25 j

A5 ¢ 7 8 910112
1990 1991 [Monate]

Abb. 12: Maximale Tagesozonkonzentrationen von Oktober 1990 bis
Dezember 1991, gemessen in Neuherberg.
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2. ERGEBNISSE DES LANGZEITVERSUCHS ZUR OZONWIRKUNG
BEI BUCHEN

2.1. Austriebsverhalten und Zuwachsrate

Die Bestimmung des Austriebsverhaltens und der Zuwachsrate erfolgte
durch  wochentliche Beobachtungen und  Bonitierungen — von der
Knospenschwellung bis zur Bléttentfaltung und durch wochentliche Messungen
der Linge des Haupttriebes. Zum Behandlungsbeginn (28.3.1990) waren die
Knospen noch klein und geschlossen. Im April konnte eine zunehmende
Knospenschwellung  beobachtet werden, bis am Anfang Mai die ersten

Blattspitzen sichtbar wurden (Abb. 13).

b) O 0,15x

T A 2x A/Q'_"@

Austriebsstadien

| L L] 1 [l

1.4 15.4. 1.5. 15.5. 1.4. 15.4. 1.5. 15.5.

Abb. 13: Zeitlicher Verlauf des Austriebs a) 3-jahriger und b) 5-jdhniger
Buchen bei unterschiedlicher Ozonbehandlung.
Austriebstadien:  O: keine  Knospenschwellung, 1: leichte

Knospenschwellung, 2: deutliche Knospenschwellung, 3: erste Blattspitzen
sichtbar, 4: erste Blattchen entfaltet, 5: alle Blitter aus der Knospe entfaltet.
(Siehe Abschnitt I1.5.1.). Mittelwert + SE (n= 10).

Innerhalb von 2-4 Tagen waren alle Blatter entfaltet. Es traten keine
Unterschiede zwischen den Behandlungen und zwischen 3- und 5-jahrigen

Buchen auf.

1990
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Zur Bestimmung der Zuwachsrate des Haupttriebes wurde die Linge
zwischen Knospenmitte und Knospenspitze, bzw. der Spitze des obersten Blatts
wochentlich gemessen, |‘
Der Zuwachs begann mit der Schwellung der Knospen im April; die ‘

maximale Zuwachsrate konnte, sowohl in den Klimakammern als in den OTCs,

Anfang Mai beobachtet werden (Abb. 14).

0.20
2 b) |
= i I
= 0.15 | A i .
(=7
z |
o
% |
@ 0.10 -+ -
i)
q’ ‘
@
b |
< 0.05 + . ‘
Q
[1]
: |
=
5= A
0.00 | : + o——a& .
1.5, 15.5. 1.6, 1.5, 15.5. 1.6. 1980 L
|
0,050
<) . Filterluft
0,040+ x Umluft ‘

0,030

0,020

Q,010

0.0001

Zuwachsrate des Haupttriebes

15, 16 17 18 191990 ‘

()
~—

Abb. 14: Zeitlicher Verlauf der Zuwachsrate des Haupttriebes a) 3-
jahriger und b) S5-jihriger Buchen unter realen, erniedrigten und erhohten
Ozonkonzentrationen in den Klimakammern; ¢) Zuwachsrate von 3-jahrigen
Buchen in Open-top-Kammern, Die Zuwachsrate wurde nach Chiarello et al.
(1989) bestimmt (siche Abschnitt I1.5.2.). Mittelwert £ SE (n= 10).
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Die maximale Zuwachsrate fiel mit der kompletten Entfaltung der Blatter
susammen. Bis Mitte Mai fand eine kontinuierliche Abnahme der Zuwachsrate
statt sodaB Zuwachs und Biattentwicklung wihrend eines Zeitraumes von ca. 3
Wochen erfolgten. Es konnten keine signifikanten Unterschiede in der
7Zuwachsrate zwischen den Ozonbehandlungen festgestellt werden. Wihrend nur
zwei der in den Klimakammem behandelten Buchen Johannistriebe
entwickelten, traten ab Mitte Juni in den OTCs an 70 % der Pﬂanz-en
Johannistriebe auf, erkennbar an leicht erhdhten Zuwachsraten (Abb. 14c). Im
August konnten in der Filterluft-OTC doppelt so lange Johannistriebe wie in der |

Umluft-OTC gemessen werden.

3-jahrige Buchen, die bei erniedrigten Temperaturen exponiert wurden,
zeigten einen um ca. 10 Tage verzdgerten Austrieb und einen verlangsamten |
Zuwachs des Haupttriebes (vergleiche Abb. 15 mit Abb. 13a und 14a). Zuwachs |
und Blattentwicklung fanden bei diesen Buchen im "Bergklima" wiahrend eines |
Zeitraumes von ca. 5 Wochen statt. Wiederum zeigten die vier Ozonvarianten .

einen gleichmafigen Verlauf von Austrieb und Zuwachsrate.

T T T T

b) 0.15x i

1,5x
2X 5

Austriebsstadien
Zuwachsrate des Hauptlriebes

! {
1.4, 15.4. 1.5. 15.5.

Abb. 15: Zeitlicher Verlauf von a) Austrieb (siehe Legende Abb.13) und b)
Zuwachsrate des Haupttriebes (siche Legende Abb.14) von 3-jihrigen Buchen
bei unterschiedlichen Ozonkonzentrationen und bei Temperaturen, die um 3-5°C
unter den Werten des Standortes Schonenbuch lagen (simuliertes Bergklima).
Mittelwert + SE (n= 10).
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2.2. Netto-Photosynthese und stomatiire Leitfdhigkeit

2.2.1. Netto-Photosynthese von Buchen in den Klimakammern

Nach AbschluB der Blattentwicklung wurden ab Mitte Juli in regelméBigen
Zeitabstinden die Netto-Photosynthese und die stomatire Leitfahigkeit der 3-
jihrigen Buchen mit einen ADC-Gaswechsel-MeBgerit gemessen (siehe
Abschnitt 11.6.). Abbildung 16 zeigt, wie bereits ab der ersten Messung (18.7.)
ein signifikanter Unterschied (p< 0,05) zwischen der Netto-Photosynthese der
1x- und der 1,5x- sowie 2x-Behandlungen festgestellt werden konnte, mit 20 %
bzw. 40 % niedrigeren Werten bei den erhohten Behandlungen. Bis Ende Juli
war eine Abnahme der Netto-Photosynthese in allen vier Behandlungsvarianten
festzustellen, die jedoch in den 1,5x- und 2x-Behandlungen (20 bis 30 %
Abnahme) deutlicher war als in den 1x- und 0,15x-Behandlungen (6 bis 7 %
Abnahme).

Netto—Photosynthese [umol m™® s7!]

| |

{ | |
15.7. 1.8. 15.8. 1.9. 15.9.1990

Abb. 16: Netto-Photosynthese von  3-jahrigen ~Buchen  bei
unterschiedlicher Ozonbehandlung. Die Messungen erfolgten in dreiwdchigen
Intervallen an vollentwickelten Blittern bis kurz vor dem Blattfall. Mittelwert *
SE (n= 20) fiir ein Datum mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant (p <
0,05) verschieden nach dem LSD Multiple Range Test.
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Zu diesem Zeitpunkt war die Netto-Photosynthese der 1,5x- und 2x-

Behandlungen um 40 % gegenlber den Ix- und 0,15x-Behandlungen
vermindert. Bis Anfang August erfolgte keine weitere Abnahme; bei der 1,5x-
Behandlung nahm die Netto-Photosynthese sogar um 20 % zu. Eine Woche
spater (ca. 15.8.) wurden bei allen Behandlungsvarianten 20 bis 40 % hohere
Werte gemessen. Es ist auszuschlieBen, daB dieser Anstieg durch
Temperaturdnderungen oder durch eine Diingung beeinfluft wurde (die letzte
Diingung wurde am 21.7. durchgefiihrt). Zu bemerken ist, daB zu diesem
Zeitpunkt die Ozonkonzentrationen abgenommen hatten (vergleich Abb. 10).
Zwischen Ende August und Anfang September nahm die Netto-Photosynthese in
allen Behandlungen wieder ab, vermutlich aufgrund beginnender herbstlicher
Seneszenz. Betrachtet man die gesamte Mefzeit, so zeigt sich eine signifikante
Verminderung der Netto-Photosynthese bei 1,5x und 2x Ozon gegeniiber der
1x-Behandlung; zwischen der 0,15x- und 1x-Behandlung waren keine
signifikanten Unterschiede feststellbar, obwohl bei 1x Ozon tendenziell immer
héhere Werte gemessen wurden. Die 1,5x- und 2x-Behandlungen verhielten sich
gleichartig, mit Ausnahme der Messung am 4.8., bei der signifikante
Unterschiede auftraten.

Eine umfangreiche Bestimmung von wichtigen Photosynthese-Parametern
wie der maximalen Photosyntheserate, der Carboxylierungseffizienz, der
Photosynthesekapazitit, der stomatiren Leitfdhigkeit, der apparenten
Quantenausbeute und der Dunkelatmung wurden an den gleichen
Versuchspflanzen von M. Lippert durchgefihrt (Lippert, 1992). Erste
Messungen im Juni zeigten keine behandlungsabhangigen Unterschiede. Eine
zweite MeBreihe erfolgte Ende August. Sie zeigte eine statistisch gesicherte
Abnahme der maximalen Photosyntheserate und der Carboxylierungseffizienz in
den 1,5x- und 2x-Behandlungen gegentiber der 0,15x- und 1x-Behandlung und

bestiitigte die oben beschriebenen Ergebnisse.




53

2.2.2. Stomatire Leitfiihigkeit von Buchen in den Klimakammern

Das Verhalten der stomatiren Leitfahigkeit zeigte einen &hnlichen
behandlungsabhingigen Trend wie die Netto-Photosynthese: erhdhte
Ozonkonzentrationen fiihrten ab Ende Juli zu einer Reduktion von ca. 15-20 %
gegeniiber den Kontrollen (Abb. 17). Die Pflanzen bei 0,15x und 1x Ozon

wiesen fast identische Werte auf.
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Abb. 17: Stomatire Leitfahigkeit von 3-jihrigen Buchen. Die Messungen
erfolgten parallel mit denen der Netto-Photosynthese (Abb. 16). Mittelwert +

SE (n= 20).

2.2.3. Netto-Photosynthese und stomatire Leitfiihigkeit 3-jihriger Buchen

unter Bergklima (Klimakammern)

Die Buchen, die bei einer verminderten Temperatur gehalten wurden,
zeigten Mitte Juli rund 30 % niedrigere Netto-Photosynthese- und stomatére

Leitfahigkeitswerte als Pflanzen, die bei normaler Temperatur (Schdnenbuch)
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2.2.4. Netto-Photosynthese und stomatiire Leitfihigkeit der Buchen in den |

Open-Top-Kammern und im Freiland

Wie in Tabelle 7 gezeigt, wurden in den OTCs keine Unterschiede in der
Netto-Photosynthese der Buchen zwischen der Umluft- und Filterluft- ‘
Behandlung festgestellt. Die stomatire Leitfihigkeit der Pflanzen in der ‘
Filterluft war gegeniiber der Umluft-Behandlung um 20 % vermindert. Eine
vergleichende Messung am 24. August zwischen Buchen im Freiland und in ‘
OTCs zeigte im Freiland eine um rund 30 % niedrigere Netto-Photosynthese
und eine um etwa das doppelte erhghte stomatire Leitfdhigkeit im Vergleich zur
Umluft-Behandlung.

Die in den OTCs und im Freiland durchgefiihrten Gaswechselmessungen
zeigten im Vergleich zu den Klimakammern (Abb. 16 und 17) 3-fach erhohte
Messwerte, wahrscheinlich auf Grund der in den OTCs und im Freiland
herrschenden héheren Lichtintensititen. ‘

Tab. 7: Netto-Photosynthese und stomatére Leitféhigkeit von 3-jahrigen |

Buchen in den Open-Top-Kammern (Filterluft und Umluft) und im Freiland.
Mittelwert + SE (n= 5-19).

Behandlung Netto-Photosynthese st. Leitfahigkeit |
[umol m2 s'l] [mmol m2 s'l]

12.7.1990

Filterluft 11,7 £ 0,8 233 + 18

Umluft 11,2 + 0,3 254 + 30

24.8.1990

Filterluft 11,8 + 0,6 297 + 21

Umluft 12,8 + 0,7 376 + 20

Freiland 9,1 +1,3 673 + 263

5.9.1990

Filterluft 13,9 + 0,7 155+ 9

Umluft 14,9 + 0,8 209 £ 13 I
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2.3. Freisetzungsraten von Kalium, Magnesism und Calcium aus

Blattscheiben
2.3.1. Freisetzungsraten bei 3-jihrigen Buchen

Die Freisetzung von Kalium, Magnesium und Calcium wurde an
ausgestanzten Blattscheiben bestimmt, die mit Puffer von pH 5,6 gewaschen und
dann in einer Pufferlosung flottiert wurden. Nach 1h Inkubation wurden die
Elementgehalte des Mediums bestimmt. Dabei zeigte sich bei der ersten
MeBreihe Ende Juli eine um 40 % (1,5x) und 100 % (2x Ozon) erhohte K-
Freisetzungsrate gegeniiber der 1x-Behandlung (Abb. 192). Bei der 1x-
Behandlung entsprach das freigesetzte Kalium 1-2 % des Gesamtgehaltes im
Blatt, bei den 1,5x- und 2x-Behandlungen 2-3 %. Die Mg-Freisetzungsrate war
bei 1,5x- und 2x-Behandlung um ca. 20 % gegeniiber der 0,15x und 1x-
Behandlung erhoht (ca. 3 % des Gesamtgehaltes; Abb. 19b). Bei der Ca-
Freisetzung konnten keine signifikanten behandlungsabhingigen Unterschiede
festgestellt werden (1 % des Gesamtgehaltes; Abb. 159¢). Bei allen drei
Elementen waren keine signifikanten Unterschiede zwischen der 0,15x- und 1x-
Behandlung festzustellen. Sechs Wochen spiter, im September, blieben die K-
Freisetzungsraten der 1,5x- und 2x-Behandlungen im Vergleich zur 1x-
Behandlung weiterhin signifikant erhoht (p< 0,05; Abb. 19a). Die Mg-
Freisetzungsrate bei den beiden erhohten Ozonbehandlungen nahm deutlich zu;
die Freisetzung betrug 13,9 und 20,5 nmol Mg cm2 h'l, und entsprach 6-10 %
des Blattgehalts (Abb. 19b). Bei diesem Kation trat eine statistisch gesicherte
lineare Erhohung mit der Ozondosis auf. Die Freisetzungsraten fiir Calcium
waren allgemein gegeniiber der Messung im Juli erhéht, wiesen aber nur

Unterschiede zwischen der 1x und 2x Behandlung auf (Abb. 19¢).
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2.4, Dichlorfluorescindiacetat-Test (FDA)
2.4.1. Dichlorfluorescindiacetat-Test (FDA) an 3-jihrigen Buchen

Oxidative Prozesse in Buchenblattscheiben wurden mit Hilfe einer
Inkubation mit einem Fluoreszenzfarbstoff untersucht, Es wurde 2'7'-
Dichlorfluorescindiacetat eingesetzt, welches in reduziertem Zustand vorliegt
und nicht fluoresziert. Unter der Wirkung von Zellinhaltstoffen kann eine
Oxidation zu dem fluoreszierenden Dichlorfluoresceindiacetat erfolgen (Abb.

20), die mit einem Fluoreszenzspektrofotometer bestimmt werden kann.

[r]

[
O-C-CHy
a 2. 7-Dichlorofluorescin Diacelate

{Non-fluorescent)

CELL MEMBRANE

Deacetylation by intracellular

esterase(s)
Q oH -
2", 7-Dichiorofiuorescin
H {Non-fluarescenl, intracellular)
COOH
l + Reactive Oxygen
i Species

a a 2", T-Dichlorofluorescein

(Fluorescent, intracellular)

Abb. 20: Moglicher Reaktionsweg zur Oxidation von 2'7'-
Dichlorfluorescindiacetat (FDA). In der Zelle eingedrungenes FDA wird durch
die Aktivitit von Esterasen deacetyliert und durch reaktive Sauerstoffspezies
zum fluoreszierenden 2'7'-Dichlorfluoresceindiacetat oxydiert (verindert nach

LeBel et al. 1992).
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Fluoreszenzmessungen erfolgten in dem Homogenat aus Blattscheiben
sowie im Inkubationsmedium; die Mengen korrelierten und werden im
folgenden zusammenfassend in pmol fluoreszierende Substanz dargestellt. Am
24.7. zeigte die Menge an oxidiertem FDA in Buchenblattscheiben keine
Unterschiede zwischen den Behandlungen (Tab. 8). Die Werte lagen bei 40
pmol g”lFG. Gleichzeitig zeigten Blattscheiben 3-jahriger Buchen, die bei
niedriger Temperatur behandelt wurden, Werte um 50-60 pmol g'lFG. Il
Zwischen den Ozonbehandlungen selbst gab es keine Unterschiede.

Am 9.9.1990 wurden die Buchen, die bei Normaltemperatur behandelt I
wurden, ein zweites mal beprobt. Die Menge an oxidiertem FDA in den
Blattscheiben war in Abhéngigkeit der Ozonbehandlung deutlich erhéht. Der '

_ Anstieg der Fluoreszenz mit zunehmender Ozonkonzentration von 60 auf 170
pmol FDA g'lFG bei der 2x-Behandlung konnte statistisch gesichert werden

(p< 0,05). ||

Tab. 8: Vergleich der Menge oxidierten FDAs in Blattscheiben 3-jahriger '
Buchen, gemessen im Juli und im September bei proportional emniedrigten und
erhohten Ozonkonzentrationen (Mittelwert + SE, n = 3-6).

Behandl. FDA-Gehalt (pmol g FG)
24.7.90 24.7.90 9.9.90 _
Schonenbuch-Klima Bergklima Schonenbuch-Klima |
0.15x 375 + 1,0 54,1 + 3,2 60,4 + 4,3 '|
1x 59,6 + 3,2 88,4 + 4,6 |
1.5x 56,8 + 1,7 122,1 + 10,3 |
2x 39,8 + 3,0 59.1 + 3,1 169,7 + 14,0 |
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2.5. Ethylenbiosynthese in Buchen

Die kurzfristige Freisetzung des pflanzlichen Hormons Ethylen stellt einen
bekannten, durch unterschiedliche Strefbedingungen induzierten
Seneszenzparameter dar (Abeles, 1969). Als méglicher Vermittler fir weitere
Reaktionen bzw. als wichtige Komponente bei der Entwicklung einer
Schidigung spielt Ethylen auch bei Ozonbelastung eine wesentliche Rolle.
Deshalb wurde im Laufe des Versuches aus Blattmaterial von Buchen die
Ethylenvorstufe 1-Aminocyclopropan-1-carbonsiure (ACC) und deren

malonylierte Form, Malonyl-ACC (MACC) bestimmt.

2.5.1. ACC- und MACC-Gehalte bei 3-jihrigen Buchen

Die 3-jihrigen Buchen aus den Kiimakammern, OTCs und den Freiland
wurden zweimal im Laufe des Versuches, im Juli und im September, beerntet.
Zusitzlich wurden in den Klimakammern im August Blattproben von Buchen
der 0,15x- und 2x-Behandlung entnommen. Die Messung der ACC-Gehalte der
Buchenblitter aus den Klimakammemn zeigte, daB die Werte der 1,5x und 2x-
Behandlungen bereits Ende Juli 9-3fach hoher lagen als bei den 1x- und 0,15x-
Behandlungen (p < 0,01; genauere statistische Auswertung mit ANOVA ist in
dem Anhang 1 zu finden) (Abb. 21a). Bis Mitte August erfolgte eine weitere
Zunahme, die bis zum September, mit 4,5-fach erhdhten Werten bei 2x-
Behandlung, erhalten blieb. Zu diesem Zeitpunkt war in der 1,5x-Behandlung
der ACC-Gehalt im Vergleich zu der 1x-Behandlung 3-fach erhoht. Die ACC-
Gehalte der 0,15x-und 1x-Behandlungen in den Klimakammem lagen in der
gesamten Zeit bei ca. 0,2 nmol g‘lFG. Die Messungen in den OTCs ergaben
vergleichbare Werte und keine Unterschiede zwischen Umluft und Filterluft
(Abb. 21b). Im Freiland lagen die ACC-Gehalte im Juli in &hnlicher

GroBenordnung wie in den OTCs, erreichten aber im September sehr hohe
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Werte von 1,3 nmol g FG (Abb. 21c).
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Abb. 21: Zeitliche Anderungen im ACC-Gehalt von 3-jahrigen Buchen in
Abhingigkeit der Behandlungsart a) in Klimakammem, b) in Open-top-
Kammern und ¢) im Freiland. Mittelwert + SE (n= 10).

Im MACC-Gehalt konnten Ende Juli signifikante Unterschiede (p < 0.05;
genauere statistische Auswertung mit ANOVA ist in dem Anhang 2 zu finden)
zwischen der 2x- und der 1x-Behandlung festgestellt werden (Abb. 22a). Bei der
Beprobung der Buchen aus den 0,15x- und 2x-Behandlungen Mitte August

nahmen die MACC-Gehalte der 2x-Behandlung weiterhin zu und im September
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zeigten sich signifikante Unterschiede (p< 0,01). Die 2x- und 1,5x-

Behandlungen wiesen gegeniiber der 1x-Behandlung 3-fach erhdhte Werte auf.

Die MACC-Gehaite der 0,15x-und 1x-Behandlungen in den Klimakammem
lagen in der gesamten Untersuchungszeit bei 3 bis 8 nmol g‘lFG. Die
Messungen in den OTCs und im Freiland ergaben vergleichbare Werte Zu denen
der Klimakammern; nur im September trat bei den Freilandbuchen eine

Erhohung auf ca. 11 nmol g”'FG auf (Abb. 22b,0).
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Abb. 22: Zeitliche Anderungen im MACC-Gehalt von 3-jihrigen Buchen
wihrend der Behandlung a) in Klimakammern, b) in Open-top-Kammern und c)
im Freiland. Mittelwert + SE (n= 10).

:




63

2.5.2. ACC- und MACC-Gehalte bei 5-jihrigen Buchen

Die groBere Blattanzahl von 5-jahrigen Buchen erlaubte eine hiufigere
Beprobung (6 Emten) und damit eine genauere Bestimmung des zeitlichen |I
Verlaufs von Anderungen im ACC- und MACC-Gehalt. Die Bestimmung der '|
ACC- und MACC-Gehalte von Mai bis August 1990 zeigte, daB beide |
Komponenten mit der Ozonkonzentration entsprechend den Befunden bei 3- '|
jahrigen Buchen, anstiegen. Aﬁfang August nahmen sowohl die ACC- als auch

die MACC-Gehalte bei der 2x-Behandlung zu und erreichten Mitte August ‘

Werte, die in beiden Fillen iiber das 10-fache gegeniiber der 0,15x-Behandlung
erhdht waren (Abb.23a und b).
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Abb. 23 : Zeitliche Anderungen im a) ACC-Gehalt und b) MACC-Gehalt
von 5-jahrigen Buchen in Klimakammern unter proportional erniedrigten und
erhohten Ozonkonzentrationen, Mittelwert + SE (n= 9-10).
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Der MACC-Gehalt der 0,15x-Behandlung zeigte im Laufe der
Versuchszeit einen Anstieg Mitte Juli und eine darauf folgende Abnahme.
Dieser Verlauf deutet auf eine Jahreskinetik hin, deren Uberpriifung weiterer
Messungen an Kontrollbdumen bedarf.

In Zusammenarbeit mit der Abteilung Biologie der Universitit Bonn
wurde die Ozonbehandlung von Buchen mit 0,15x- und 2x-Ozonwerten von Juli
und August aus Schonenbuch wiederholt. Nach 6 Wochen Behandlung wurde
die Ethylenentwicklung aus Buchenblittern nach der im Abschnitt 8.5.
beschriebenen Methode gemessen. Die Ergebnisse zeigen einen signifikanten
Anstieg der Ethylenentwicklung um 40 % bei der 2x-Behandlung gegeniiber der
0,15x-Behandlung (Abb. 24).

= N IT —
g N

Abb. 24: Ethylenentwicklung von Buchenblittern nach 6-wochiger
Behandlung mit 0,15x und 2x erhdhten Ozonkonzentrationen (Simulation der
Juli und Augustwerte 1990). Mittelwert + SE (n= 6).

2.6. Polyamingehalt bei Buchen

Der Gehalt der wichtigsten aliphatischen Polyamine (Putrescin, Spermidin

und Spermin) wurde zu drei Zeitpunkten in den 3-jahrigen Buchen bestimmt.
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Die erhohten Ozonkonzentrationen fiihrten zu gesteigerten Putrescingehalten in
den Blittern (Abb. 25a). Bereits im Juli war der Putrescingehalt bei der 2x-
Behandlung im Vergleich zur 1x-Rehandlung 2,8-fach erhoht. Im September
erreichten die Pflanzen aus der 1,5x-Behandlung gleiche
Putrescinkonzentrationen wie die der 2x-Behandlung (40 nmol g'lFG), womit
ein deutlicher Unterschied gegeniiber den 0,15x- und 1x-Behandlungen (rund 20
nmol g'lFG) festgestellt werden konnte. Die Spermidin- und Spermin-Gehalte

zeigten im selben Zeitraum keine signifikanten behandlungsabhingigen

Unterschiede (Abb. 25b und c).
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2.7. Ozoninduzierte Symptomentwicklung
2.7.1. Ozonabhiingige Symptome bei 3-jihrigen Buchen

Wihrend des Neuaustriebs (April) und der Blattentwickiung (Juni)
wurden, wie beschrieben, keine sichtbaren Schidigungen an den Pflanzen
festgestellt. Ende Juni trat bei allen Pflanzen in den Klimakammemn eine leicht
griinlich-gelbe Verfarbung der Blitter auf (Abb. 26a). Diese konnte nicht mit
einem Nihrstoffmangel in Verbindung gebracht werden (Tab.4), sondemn
beruhte vermutlich auf den gegeniiber dem Freiland (bis 900 W m'2)
niedrigeren Lichtintensititen in den Klimakammermn (420 W m'2).
Ozonabhingige Symptome wurden bei den 1,5x- und 2x-Behandlungen in der
ersten Julihiilfte als bronzeartiger Schimmer auf der Blattoberseite festgestellt.
Wurden die Blitter auf eine beleuchtete Fliche gelegt oder in Ethanol entfdrbt,
so zeigten sich kleine, punktformige, braune Nekrosen. Auch bei Trocknung der
Blitter traten diese Symptome deutlich hervor. Es ist also anzunehmen, da
nekrotische Bereiche im Anfangsstadium durch hohe Pigmentgehaite iiberdeckt
werden konnen. Einhergehend mit der Zunahme der Ozonkonzentrationen
entwickelten sich Ende Juli (28-30.7.) an den Pflanzen der 1,5x- und 2x-
Behandlung kleine, dunkelbraune Punkte in den Interkostalfeldern nahe der
Mittelrippe (Anteil nekrotisierter Blattfliche < 10 %). Die Nekrosen breiteten
sich anschlieBend gleichmiBig {iber das gesamte Blatt aus (Abb. 27). Abbildung
28 zeigt am Beispiel einiger Pflanzen die Symptomausprigung in den vier
Behandlungsvarianten Anfang August. Wahrend bei den 0,15x- und Ix-
Behandlungen keine Nekrosen zu sehen waren, erreichten sie eine Ausdehnung
von 20 bis 45 % bei den 1,5x- und 2x-Behandlungen. Bei zunehmender
Schadausprigung bildeten sich groBere Nekrosenflichen und schlieBlich wurden
ganze Blattpartien nekrotisch (Abb. 26 b,d). Wihrend bei der 0,15x-Behandlung

sich {iber die gesamte Versuchszeit keine Nekrosen entwickelten (Abb. 26c),




Abb. 26: a, b: Entwicklung der Symptome bei Buchenblittern in den
Klimakammern bei 2x-Behandlung. a) Erste Anzeichen von Symptomen am

15.6. b) vorzeitige herbstliche Vergilbung am 15.9..
Vergleich von Buchenblittern der 0,15x-Behandlung (c) und 2x-

Behandlung (d), 60 % Schidigung in den Klimakammern, Ende August.
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Abb. 28: Symptomausprigung bei 3-jihrigen Buchen am 2.8.1990 unter
realen, proportional erniedrigten und erhdhten Ozonkonzentrationen. a) 0,15x-
Behandlung (Schiddigungsgrad < 10 %), b) 1x-Behandlung (Schidigungsgrad
< 10 %), ¢) 1,5x-Behandlung (Schiddigungsgrad 20 %) und d) 2x-Behandlung

(Schiddigungsgrad 45 %).
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Der Anteil der nekrotischen Blattfliche war mit 15-20 % vergleichbar dem
der 1x-ozonbehandelten Buchen in den Klimakammern. Im Gegensatz zu den
Buchen der Klimakammern nahmen aber die Nekrosen vom Blattrand zur
Blattmitte hin ab. In der Filter-OTC zeigte keine der Buchen nekrotische

Schiden.
2.7.2. Ozonabhiingige Symptome bei 3-jihrigen Buchen im Bergklima

3-jahrige Buchen, die bei niedrigeren Temperaturen kultiviert wurden
(Bergklima), wiesen ab Juli bei der 2x-Behandlung punktférmige Nekrosen auf
(Abb. 30). Diese fanden sich vor allem im mittleren Bereich der Blattlamina.
Vom 21, Juli an wurden die Biume im Freiland weiterkultiviert, um die weitere
Entwicklung der Symptome unter realen Ozonwerten zu verfolgen. Zu diesem
Zeitpunkt konnten bei der 2x-Behandlung eine Blattschiddigung von rund 30 %
festgestellt werden, wihrend sie bei den anderen Behandlungen bei etwa 10 %
lag. Wihrend der Weiterkultivierung im Institutsgarten (unter Beschattuné)
konnte keine weitere Nekrosenentwicklung beobachtet werden. Vorhandene
Nekrosen schienen sich sogar zuriickzubilden. Innerhalb von vier Wochen
reduzierten sich bei der 2x-Behandlung die sichtbaren Nekrosen von 30 % auf
20 % der Blattfliche. Dies ist auf pgesteigerte Chlorophyllgehalie
zuriickzufiihren, welche existierende Nekrosen iiberdeckten. Anfang Oktober,
wahrend der herbstlichen Seneszenz, trat erneut eine Verbrdunung auf, die bei

der 2x-Behandlung gegeniiber den anderen deutlich stirker war.
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Abb. 30: Zeitlicher Verlauf der Schddigung (in % geschidigter
Blattfliche) von  Bléttern  3-jihriger Buchen bei  unterschiedlicher
Ozonbehandlung und bei um 3-5°C verminderte Temperatur, Am 21, Juli
endete die Behandlung in den Klimakammern und die Pflanzen wurden im
Institutsgarten unter Freiland-Ozonwerten weiterkultiviert, Mittelwert + SE
(n= 10).

2.7.3. Ozonabhingige Symptome bei 5-jihrigen Buchen

Bei den 5-jdhrigen Buchen traten erste ozonabhingige Symptome
(Bronzeschimmer) in den ersten Julitagen auf. Die deutliche Entwicklung
sichtbarer Nekrosen begann Ende Juli (Abb. 31). Mitte August, im gleichen
Zeitraum wie bei den 3-jahrigen Buchen, waren bei der 2x-Ozonbehandlung
rund 50 % der Blattlamina nekrotisch. Die Buchen der 0,15x-Behandlung
zeigten demgegeniiber deutlich weniger Schiden, waren jedoch mit 20 %
Blattschadigung stirker betroffen als die gleichbehandelten bei 3-jahrigen

Buchen. Aus dem ihnlichen Verlauf der Entwicklung sichtbarer
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Symptomentwicklung bei 3- und 5-jahrigen Buchen darf angenommen werden,
daB eine BeeinfluBung durch unterschiedliches Alter und verschiedene

Bodensubstrate auszuschlieflen war.
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Abb. 31: Zeitlicher Verlauf der Schidigung (in % geschadigter
Blattfliche) bei 5-jahrigen Buchen unter proportional emiedrigten und erhdhten
Ozonkonzentrationen. Mittelwert + SE (n= 9-10).

2.8. Verlauf des Blattfalls

2.8.1. Blattfall bei 3-jidhrigen Buchen

Der Blattfall setzte bei den 3-jahrigen Buchen der 2x-Behandlung schon

Mitte August ein. Dies geschah etwa einen Monat frilher als bei den 0,15x- und

1x-Ozonbehandlungen (Abb. 32).
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Abb, 32: Zeitlicher Verlauf des Blattfalls (in % Blitter am Baum) von 3-
jahrigen Buchen, die mit realen, proportional emiedrigten und erhéhten
QOzonkonzentrationen behandelt wurden. Mittelwert + SE (n= 10) fiir ein
Datum mit gleichen Buchstaben sind signifikant (p < 0,05) verschieden nach
dem LSD Multiple Range Test.

Anfang September waren im Durchschnitt bei der 2x-Behandlung 20 %
der Blitter abgefallen, bei der 1x-Behandlung noch keins. Zu diesem Zeitpunkt
wurden die Pflanzen in den Institutsgarten gestellt. Die 0,15x-Behandlung
behielt bis zum Ende der Messungen (Mitte Oktober) die meisten Blitter,
signifikant verschieden (p < 0,05) von der 1x-Behandlung wie auch der 1,5x-
und 2x-Behandlung, welche bis zu diesem Zeitpunkt ihre Bldtter nahezu
vollstindig verloren. Interessanterweise zeigten die 1,5x- und 2x-Behandlungen,

deren Blattfall bis September signifikant unterschiedlich (p < 0,05) gewesen

war, im Oktober wieder dhnliches Verhalten. Bei beiden Behandlungen (1,5x

und 2x) waren nur noch 12 % der Blitter vorhanden, wihrend es bei der 1x-
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Behandlung fast 40 % waren. Berlicksichtigt man den gesamten Verlauf des
Blattfalls, so wurde ein S0%iger Blattfall bei den 2x- und 1,5x-Behandlungen

rund eine Woche friiher erreicht als bei den 0,15x- und 1x-Behandlungen.

2.8.2. Blattfall bei 5-jihrigen Buchen

Die nekrotisierten Blitter der 2x-Behandlung von fiinfjahrigen Buchen
fingen in der ersten Augusthélfte an abzufallen (Abb. 33). Dies geschah rund
eine Woche frilher als bei den 3-jahrigen Buchen (vergl. Abb. 32).
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Abb. 33: Zeitlicher Verlauf des Blattfalls (in % Blatter am Baum) von 5-
jahrigen Buchen, die mit proportional emniedrigten und proportional erhdhten
Ozonkonzentrationen behandelt wurden. Mittelwert + SE (n= 9-10).

Mitte August waren bereits 20 % der Blitter gefallen. Wiahrend der
Weiterkultivierung im Institutsgarten nahm der Blattfall bei der 2x-Behandlung

weiter zu, und nach vier Wochen befanden sich nur noch 10 % der Blétter an

den Biumen, wihrend es bei der 0,15x-Behandlung noch 40 % waren.
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2.9. Austriebsverhalten und Zuwachsrate im Folgejahr nach der

Behandlung

2.9.1. Austriebsverhalten und Zuwachsrate der 3-jihrigen Buchen

Der Neuaustrieb begann wie schon 1990 in der ersten Aprilhdlfte (Abb.
34). Die Knospen entwickelten sich im Vergleich zu 1990 etwas langsamer, und
die komplette Entfaltung der Blétter war um einen Monat verspitet (Anfang
Juli). Dies war durch die durchschnittlich niedrigeren Temperaturen in
Neuherberg 1991 gegeniiber den im Vorjahr simulierten Temperaturen von
Schonenbuch bedingt. Die Knospenschwellung der Buchen, die 1990 in Basel in
den OTCs und im Freiland exponiert waren, begann friiher als die der Buchen
aus den Klimakammern, das Erscheinen und Entfalten der ersten Blitter geschah
jedoch gleichzeitig (Mitte Mai). Die Buchen aus den unterschiedlichen
Ozonvarianten des Vorjahres zeigten ein vergleichbares Austriebsverhalten, mit
einer Tendenz zu erhOhten Werten bei der 1x-Behandlung. Mit dem Austreiben
der Blitter begann auch der Lingenzuwachs, der ebenso wie im Jahr zuvor
wochentlich bestimmt wurde (Abb. 35). Dabei wurde beobachtet, daB die
Buchen aus der 1,5x- und 2x-Behandlung die hochste Zuwachsrate des
Haupttriebes rund 10 Tage spiter erreichten als die der Behandlungen mit

weniger Ozon (0,15x, 1x), und dafl diese niedriger war.
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Abb. 34: Zeitlicher Verlauf des Austriebs wihrend der Nachkultur im
Freien bei 3-jihrigen Buchen, die im Jahr zuvor in Klimakammem, in Open-
top-Kammern und im Freiland exponiert worden waren. (siehe Legende Abb.
13). Mittelwert + SE (n= 10).
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Abb. 35: Zeitlicher Verlauf der Zuwachsrate des Haupttriebes wahrend
der Nachkultur im Freien bei 3-jdhrigen Buchen, die im Jahr zuvor in
Klimakammern, in Open-top-Kammern und im Freiland exponiert worden
waren. (siche Legende Abb. 14). Mittelwert = SE (n= 10).
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2.10. ACC- und MACC-Gehalte im Folgejahr nach der Behandlung

2.10.1. ACC- und MACC-Gehalte bei 3- und 5-jihrigen Buchen

Im September 1991 wurden ACC- und MACC-Gehalte der im Jahr 1990
3- und 5-jdhrigen Buchen bestimmt, Bei den 3-jihrigen Buchen wurden
tendenziell niedrigere ACC- und MACC-Werte bei den Biaumen gemessen, die
zuvor in den OTCs und im Freiland standen; es wurden aber keine
behandlungsabhingigen Unterschiede bei den zuvor in den Klimakammem
behandelten Buchen beobachtet (Abb. 36a). Bei den 5-jdhrigen Buchen wurden
stattdessen 8-fach erhéhte ACC-Gehalte und um 30 % erhdhte MACC-Gehalte
bei den im Vorjahr mit 2x Ozon behandelten Biumen festgestellt (Abb. 36b).

40

a)

1-2 T T 1 T
}EPOKA' OTC FREILAND EPOKA OTC FREILAND EPOKA
10,15x
'6'1'0 433 . A 1x
5
Z ; B
1 ‘r s
o 0.8 } ~ Vs A
= oTC
Eosl U . 77 Filterl.
5, 0. Y Umluft
S
10 i
- n -
0.4 FREILAND
sl 15l I |
0 Q @I m ' L 0 . |

b) EPOKA
I bs | .
1.0 N 0.15%
— 2x
o / 7
o8} 4 9 e
IW
o 15 | J
Q
0.6 |- -
E
= T
10 | .
[ &) 5 4
Q04 _
-5

7%

0.0 o s
1.9.1881 1.8.1801

Abb. 36: ACC- und MACC-Gehalte bei a) 3-jahrigen Buchen und b) 5-
jihrigen Buchen im Folgejahr nach der Behandlung. Mittelwert + SE (n= 9-
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3. ERGEBNISSE DES LANGZEITVERSUCHS ZU OZONWIRKUNGEN
BEI LATSCHEN

3.1. Zuwachsrate bei Latschen

3-jdhrige Latschen wurden unter identischen Bedingungen wie Buchen mit
0,15x- und 2x-Ozonkonzentrationen in Klimakammemn behandelt. Ende April
1990 begannen die Triebe der Latschen zu wachsen. Die wochentliche
Bestimmung der Zuwachsrate der Triebe zeigte, daf innerhalb von zwei

Wochen, bis Mitte Mai, ein schneller Zuwachs des Haupttriebes stattfand (Abb.

37).
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Abb. 37: Zeitlicher Verlauf der Zuwachsrate der Triebe 3-jihriger
Latschen a) wihrend der Behandlung (1990) und b) im Folgejahr nach der
Behandlung (1991). Mittelwert + SE (n= 10).
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Danach verlangsamte sich der Zuwact;s und kam Ende Juni zum Stillstand.
Es wurden keine ozonabhingigen Unterschiede festgestellt.

Im Jahr nach der Behandlung 1991 begannen die Latschen emeut im April
auszutreiben. Die maximale Zuwachsrate verzogerte sich jedoch bei den zuvor
ozonbehandelten Latschen um zwei Wochen gegeniiber den Kontrollen (Abb.

37b).
3.2. ACC- und MACC-Gehalte bei Latschen

Nadeln der Jahrginge 1989 (l-jahrige) und 1990 (diesjahrige) wurden
wihrend der Ozonbehandlung Ende Mai und Ende August geerntet und auf
ACC- und MACC-Gehalte untersucht. Bereits Ende Mai, bei vollkommen
griinen Nadeln, wurden in ozonbehandelten Pflanzen 1,5-fach (Jahrgang 1990)
und 3-fach (Jahrgang 1990) erhdhte ACC-Gehalte gemessen (Abb. 38a).
Zunichst waren bei beiden Varianten die ACC-Gehalte im Nadeljahrgang 1989
gegeniiber dem Nadeljahrgang 1990 erhoht. Ende August nahm jedoch der
ACC-Gehalt im Nadeljahrgang 1990 zu (3,5-fach gegeniiber der Kontrolle). Die
MACC-Gehalte des Nadeljahrgang 1989 zeigten im Mai und August keine
Unterschiede. Im Nadeljahrgang 1990 nahm Ende August der MACC-Gehalt
zu, mit 2-fach erhohten Werten gegeniiber der Kontrolle. Eine Bestimmung der
ACC- und MACC-Gehalte der Nadeljahrgange 1989 und 1990 im Jahr nach der
Ozonbehandlung zeigte keine signifikanten behandlungsabhingigen Unterschiede
im ACC-Gehalt, aber 2-fach erhohte MACC-Gehalte im Nadeljahrgang 1990
(Abb. 38b).
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Abb. 38: ACC- und MACC-Gehalte von Latschennadeln (Jahrginge 1989
und 1990) a) im Laufe der Behandlung mit erniedrigten und erhdhten
Ozonkonzentrationen (31.5. und 24.8.1990) und b) im Folgejahr nach der

Behandlung (1.9.1991). Mittelwert + SE (n= 10).




3.3. Ozonabhiingige Symptomentwicklung bei Latschen

Fir die Symptombestimmung wurden im Laufe des Versuches 3
Nadeljahrgiinge (1988 bis 1990) bonitiert. Abbildung 29c zeigt die Latschen der
zwei Behandlungen (0,15x und 2x) im Mai als noch keine ozonabhingigen
Symptome aufgetreten waren. Die 2-jahrigen Nadeln (Jahrgang 1988) zeigten ab
dem Beginn der Bonituren, Ende Mai, eine allgemeine altersabhingige
Vergilbung (Abb. 39). Einen Monat spiter hatte die altersabhingige, gelbe-
griine Farbung von ein- und zweijihrigen Nadeln zugenommen. Ende Juni
traten gelbe Spitzen bei den einjihrigen Nadeln ozonbehandelter Latschen auf.
Die erhdhten Ozonkonzentrationen fithrten zu einer verstirkten Verfirbung mit
einer deutlichen Vergilbung der einjahrigen Nadeln (Jahrgang 1989) (Abb. 29d)
und eine zunehmende Verbriiunimg der zweijdhrigen Nadeln (Jahrgang 1988)
(Abb. 39). Die ozonabhidngige Vergilbung der einjihrigen Nadeln war
vergleichbar mit der natiirlichen Altersvergilbung der zweijdhrigen Nadeln.
Zum gleichen Zeitpunkt (Ende August - Anfang September) waren die
zweijihrigen Nadeln der Ozonbehandlung deutlich braun gefirbt. Hinsichtlich
der Verfirbung unterschieden sie sich von der Kontrolle (p< 0,05). Mitte
September fiihrte die Ozonbehandlung zu vergilbten Spitzen bei den neuen

Nadeln (Jahrgang 1990).
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Abb. 39: Zeitlicher Verlauf der Vergilbung von Nadeln der Jahrgiinge
1988 und 1989 bei Latschen unter 0,15x proportional emiedrigten und 2x
proportional erhdhten Ozonkonzentrationen.

(Vergilbungsgrad: 1 : dunkelgriin; 2 : grinlich-gelb; 3 : gelb; 4 : gelb bis
braun ; 5 braun). Mittelwert + SE (n= 10).

Die weitere Bonitur der Latschen wihrend der Nachkultur im
Institutsgarten zeigte, daB die stirkere Vergilbung der im Vorjahr 2x-
ozonbehandelten Nadeln (Jahrgang 1989 und 1990) bis zum Sommer erhalten

blieb, ohne daf} sich weitere Symptome entwickelten.




3.4. Nadelfall bei Latschen
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Nach Behandlungsende im Oktober wurden die Bdume ins Freie

(Institutsgarten) gestellt. Im Laufe des Friihlings 1991 verloren alle Latschen die

Nadeln des Jahrgangs 1988 volistindig, unabhingig von der Behandlung. Es

fielen auch einige Nadeln des Jahrgang 1989 ab, wobei hier jedoch deutliche

behandlungsabhingige Unterschiede auftraten (Abb. 40). Anfang April waren

bei den ozonbehandelten Latschen bereits rund 50 % der Nadeln abgefallen, bei

den Pflanzen der 0,15x-Variante erst 10 %. Ein Nadelfall von 50 % wurde bei

der 0,15x-Behandlung erst sechs Wochen spater erreicht (Ende Mai), als bei den

ozonbehandelten Latschen bereits 80 % der Nadeln abgefallen waren. In der

Sommerperiode Juni-August konnte kein weiterer Nadelfall mehr festgestellt

werden. Erst im September fielen erneut Nadeln ab, und im Oktober 1991

waren in beiden Gruppen nur noch einzelne Nadeln des Jahrgang 1989

vorhanden.
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4. OZONABHANGIGE ETHYLENENTWICKLUNG, ACC- UND MACC-
GEHALTE BEI FICHTENKEIMLINGEN

Sechs Wochen alte Fichtenkeimlinge kultiviert in hydroponischer Kultur in
Ingestad-Medium und Perlit, wurden fiir 20h (Kurzzeitbehandlung) bis zu
maximal vier Wochen mit tiglich wiederkehrenden Ozonpulsen (20, 300 und
600 nL L'l) von 8h Dauer behandelt, um Ozoneffekte auf den
Ethylenstoffwechsel zu untersuchen. Dafiir wurden Nadelkrinze und Wurzeln
getrennt auf ihre ACC- und MACC-Gehalt untersucht. Bei Nadelkrinzen wurde

zusitzlich die Ethylenemission bestimmt.
4.1. Vierwichige Behandlung

4.1.1. Nadelkrinze

Uber die gesamte Versuchdauer konnten keine ozonabhingigen sichtbaren
Symptome festgestellt werden. Nach 5 Tagen fiihlten sich die Nadeln der mit
600 nL L-1 Ozon behandelten Keimlinge lediglich deutlich steifer an. Die
Beprobung und Ethylenmessung jeweils 1h vor Beginn der tiglichen
Behandlung, zeigte bei 300 nL L-! Ozon keine erhohte Ethylenfreisetzung
(nicht gezeigt), bei 600 nL Ll jedoch eine tendenzielle Erhchung (Abb. 41a).
Probenahmen jeweils 5Sh nach Behandlungsbeginn am zweiten, dritten und
vierzehnten Tag zeigten bis zu 3-fach erhohte Werte im Vergleich zur Kontrolle
und um 30 % erhohte Werte im Vergleich zu den 1h vor Behandlungsbeginn

beprobten Keimlingen (Abb. 41b).
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Abb. 41: Ethylenfreisetzung von abgeschnittenen Nadelkrinzen bei
Fichtenkeimlingen wihrend einer vierwdchigen Ozonbehandlung mit 20 und 600

nL L™ (8 h/Tag). Die Probenahme wurde jeweils a)-1h vor der- Ozonzugabe
und b) 5h nach Beginn durchgefiihrt. Mittelwert + SE (n=3).

Die Bestimmung der ACC- und MACC-Gehalte in den Nadelkranzen jeweils 1h

vor der tiglichen Ozongabe zeigte eine langanhaltende Akkumulation sowohl
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der ACC- als auch der MACC-Gehalte bei erhéhter Ozonbelastung. Bei 600 nL
Ll Ozon wurde beobachtet, daB die ACC-Zunahme (Abb. 42a) bereits am
zweiten Behandlungstag auftrat, mit 9-fach erhohten Werte gegeniiber den
Kontrollen. Die Werten blieben in den folgenden Tagen weiterhin erhdht und
iiberschritten 4-5 nmol g'lFG. Nach vier Wochen lagen die ACC-Gehalte noch
um das 8,5fache iiber den Kontrollen. Bei 300 nL L1 Ozon konnte erst am
siebten Behandlungstag ein Anstieg der ACC-Gehalte gemessen werden, mit
5,5-fachen Werten im Vergleich zur Kontrolle. Innerhalb der nichsten Woche
nahm der Gehalt wieder ab und erreichte wieder die Kontrollwerte um 0,2 nmol
g'lFG. Die MACC-Gehalte stiegen bei 600 und 300 nL L~ Ozon nach sieben
bzw. zehn Behandlungstagen an (Abb. 42b). Innerhalb weiterer drei bzw. sieben
Behandlungstage wurden die hochsten MACC-Gehalte erreicht, 6 nmol g'lFG
bei 300 nL L~ Ozon und 13 nmol g'lFG bei 600 nL L~! Ozon. Der Anstieg
der MACC-Gehalte erfolgte gleichzeitig mit der Abnahme der ACC-Gehalte in
den Nadelkrinzen. Nach 21 Behandlungstagen nahmen die MACC-
Konzentrationen wieder ab, und zu Versuchsende wurden Kontrollwerte bei den

mit 300 nL L‘1 Ozon behandelten Pflanzen erreicht.
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Abb. 42: a) ACC und b) MACC-Gehalte in Nadelkrinzen von
Fichtenkeimllingen im Laufe einer vierwochigen Behandlung mit 20, 300 und
600 nL L1 Ozon (8h/Tag). Die Probenahmen fanden lh vor Beginn der
Ozonzugabe statt. Mittelwert SE (n= 3).

4.1.2. Wurzeln
Die Bestimmung der ACC-Gehalte in den Wurzeln (Abb. 43a) zeigte im Laufe
des Versuches zunchmende Werte bei 300 nL L'1 Ozon; am zehnten Tag

wurden rund 3,5-fache Konzentrationen im Vergleich zur Kontrolle festgestellt.

e ——————
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Erstaunlicherweise trat keine Akkumulation bei Pflanzen auf, die mit 600 aL L~
1 Ozon behandelt worden waren. MACC lag in den Wurzeln mit 4-5 nmol g~
lEG im Vergleich zu den Nadelkrinzen in héheren Konzentrationen vor; im
Laufe des Versuches traten Schwankungen bei allen Varianten, aber keine

deutlichen behandlungsabhédngigen Unterschiede auf (Abb. 43b).

{ 1 I 1
0.5 |- .
a) o 20 nL L}
o e 300 nL L™
— — =
5 v 600 oL L
_‘F'!-r
|
.y i
°
2 i
B
)
Lo \Q\H
4 -
©
‘_F&c
] i
-]
°
g
£ ]
4]
[ &)
-
z o
O { { 1 1
0 5 10 15 20 25 Tage

Abb. 43; a) ACC- und b) MACC-Gehalte in Wurzeln von
ozonbehandelten Fichtenkeimlingen (siche Abb. 40). Mittelwert + SE (n= 3).




4.2. Kurzzeitbehandlung

4.2.1. Kinetik der Ethylenbiosynthese-Parameter bei einmaliger

Ozonbehandlung

Fichtenkeimlinge, die acht Stunden mit Ozon behandelt und anschliefend
in ozonfreier Luft weiterkultiviert wurden, wurden in Abstinden von 2-3h auf
ihre Ethylenemission sowie auf ihre ACC- und MACC-Gehalte untersucht. Es
wurde eine schnelle und transiente Induktion der Ethylenentwicklung sowie des
ACC-Gehalts festgestellt (Abb. 44).
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Abb. 44: Verlauf der Ethylenentwicklung und Anderungen im ACC-
Gehalt von Fichtenkeimlingen bei einmaliger 8h Behandlung (0-8 h) mit 20, 300
und 600 aL L™* Ozon und einer Nachkultur in ozonfreier Luft (8-24 h).
Mittelwert + SE (n= 3).
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300 nL Ll Ozon erhéhten im Vergleich zur Kontrolle die
Ethylenfreisetzung um das doppelte und den ACC-Gehalt um das 3-fache. Der
MACC-Gehalt zeigte keine behandlungsabhéngigen Anderungen. 600 nL Ll
Ozon erhohten die Ethylenkonzentrationen um das 7-fache und die ACC-Gehalte
um das 20-fache. Die Zunahme der Ethylenentwicklung sowie der ACC-Gehalte
erfolgte nach 8 Behandlungsstunden und wies maximale Werte nach ca. 13h auf.
Die MACC-Gehalte blieben unveridndert gegeniiber der Kontrolle (Daten nicht
gezeigt). In den Wurzeln lieBen sich keine Unterschiede im ACC-Gehalt
aufgrund der Ozonbehandlung nachweisen, die MACC-Gehalte jedoch waren

bei 600 nL L1 Ozon nach 13 - 15 Stunden um das 3-fache erhoht (Abb. 45).
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Abb. 45: MACC-Gehalte 'm1 Wurzeln von Fichtenkeimlingen bei
einmaliger Behandlung mit 600 nL L1 Ozon (sieche Abb. 44).

4.2.1. Kinetik der Ethylenbiosynthese-Parameter nach 2 oder 18 Tagen

Ozonbehandlung

Die Bestimmungen der Ethylenentwicklung sowie der ACC- und MACC-
1

Qzon

Gehalte wihrend einer 2-tigigen Behandlung (8h/Tag) mit 600 nL L
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zeigte einen wiederkehrenden Anstieg der Ethylenentwicklung und der ACC-
Gehalte in den Nadelkrinzen. Die MACC-Gehalte blieben unverdndert (Abb.

46). In den Wurzeln wurden am zweiten Behandlungstag keine ACC- und

MACC-Konzentrationsinderungen festgestellt.
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Abb. 46: Verlauf der Ethylenentwicklung sowie der ACC- und MACC-
Gehalte in Nadelkrinzen on Fichtenkeimlingen wihrend zweier
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Eine weitere Zeitkinetik nach 18 Behandiungstagen zeigte erneut einen

transienten Ethylen- und ACC-Anstieg (Abb. 47).
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Die Ethylenentwicklung erreichte nach acht Behandlungsstunden bei 300 nL Ll

Ozon 0,1 nmol g"'EG h™1 und bei 600 nL L"! Ozon 0,25 nmol g"lFG h™l. Die
ACC-Gehalte erreichten von einem bereits erhohten Niveau aus 0,7 nmol g'lFG
bei 300 nL L™! Ozon und 7 nmol g'lFG bei 600 nL L~! Ozon. Der MACC-
Gehalt war bei 300 nL L' Ozon nicht erhéht, lag aber um das vier- bis

sechsfache hoher iiber die gesamte MeBzeit bei 600 nL L! Ozon.

4.3. Untersuchungen zur Ethylenbiosynthese bei 600 nL Ll Ozon nach
Vorinkubation bei 300 nL L™} Ozon

Nach achtzehntigiger Behandlung mit 300 nL L'l Ozon wurden
Keimlinge 8h lang mit 600 nL L-! Ozon behandelt. Im Laufe der Behandlung
wie auch wihrend der Nachkultur in ozonfreier Luft wurden Keimlinge in
bestimmten Zeitabstinden geemntet, in Nadelkrinze und Wurzeln getrennt und
auf Ethylenemission sowie ACC- und MACC-Gehalte untersucht. Bei der
Behandlung mit 600 nL L'! 0zon zeigte sich nach 8-10 Stunden eine 20-fach
erhohte Ethylenentwicklung (Abb. 48a). Diese war doppelt so hoch wie die
Ethylenentwicklung der Keimlinge, die 18 Tage mit 600 nL L"! Ozon behandelt
wurden (siche zum Vergleich Abb. 47). Die ACC-Gehalte lagen bei den
nachbehandelten Nadelkrinzen nach drei Stunden bereits auf einem erhdhten
Niveau und blieben es in den folgenden Stunden, lagen jedoch um das 5- bis 7-
fache niedriger als die der 600 nL L] Ozonbehandlungen (Abb. 48b, vergl.
Abb. 47). Die MACC-Gehalte der Nadelkrinze blieben unveréindert und waren
somit 6-fach geringer als die bei 600 nL L1 Ozon (Abb. 48c, vergl. Abb. 47).
In den Wurzeln lagen die ACC- und MACC-Werte der behandelten Keimlinge

auf dem Niveau der Kontrollwerte (um 0,1 bzw. 6 nmol g"lFG).
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IV. DISKUSSION

1. Simulation von Freiland-Ozonkonzentrationen in Klimakammern

Im Freiland auftretende Ozonkonzentrationen zeigen ein typisches Profil
mit erhohten Werten in den Sommermonaten und Minima im Winter (Kley et
al., 1990). Bei Untersuchungen zu Ozoneffekten auf Pflanzen unter
kontrollierten Bedingungen in Klimakammemn wurden bisher jedoch fast
ausschlieBlich kontinuierliche, konstante Ozonkonzentrationen oder taglich
wiederkehrende Ozonpulse von gleichbleibender Hohe eingesetzt. Im hier
beschriebenen Experiment, einer Behandlung von Buchen in Klimakammern,
wurden erstmalig reale Ozonkonzentrationen mit proportional erhéhten und
erniedrigten Werten iiber eine gesamte Vegetationsperiode (von April bis
Oktober) simuliert. Als Bezugsort fiir die Simulation der Ozonkonzentrationen
sowie der Klimadaten wurde Schénenbuch, nahe Basel (Schweiz), gewihit. In
der Abbildung 48 werden die monatlichen Ozonmittelwerte von Schonenbuch
mit Werten verschiedener Standorte in Deutschland verglichen. Man erkennt,
daff die Monatsmittelwerte der Ozonkonzentrationen von Schonenbuch (1x) rﬁit
denen aus ozonbelasteten deutschen Regionen gut vergleichbar sind. Die
zusitzlich proportional erhdhten Ozonbehandiungen liegen, im Fall der 1,5fach
Behandlung, nur 10 % iber den Werten vom Standort Schauinsland
(Schwarzwald). Ozonwerte oberhalb 1,5x kamen im Jahr 1990 in Deutschland
und der Schweiz nicht vor.

Die Dynamik der Behandlung kann das AusmaB der pflanzlichen Reaktion
beeinflussen (Hogsett et al., 1988). Rawlings et al. (1988) machten darauf
aufmerksam, daB die gleiche Ozondosis, verteilt auf erhohte und erniedrigte
Ozonkonzentrationen  gegeniiber  einer  uniformen Verteilung,  die

Schadauspragung anders beeinflufit. Nach Lefohn und Runeckles (1987)
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erreichen Pflanzen kritische Belastungsschwellen beim Uberschreiten bestimmter
Ozonkonzentrationen fiir eine Anzahl von Stunden, wobei bei jeder Pflanzenart
und je nach Entwicklungszustand und Emdhrung die Belastungsschwelle

unterschiedlich ist.

100}

Ozon [nL/L]

.
faesr
.

1990

Abb. 48: Vergleich der monatlichen Ozonmittelwerte (24h-Mittel, von
April bis September 1990) in Schonenbuch (1x) mit denen von hdheren Lagen
(um 1000m) 1) Schauinsland, 2) Brotjacklriegel, 3) Wank, vergleichbaren
Héhenlagen (ca. 500m) 4) Meinerzhagen und norddeutsches Flachland, 5)
Langenbriigge-Waldhof. 6) Durchschnittswerte aller UBA-Stationen (Daten
zusammengestellt aus Umweltbundesamt, 1990). Zusétzlich werden die
monatlichen Ozonmittelwerte der proportional (1,5x und 2x) erhdhten und
0,15x erniedrigten Ozonbehandlungen gezeigt.
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In Abbildung 49 ist die Anzahl der monatlichen Uberschreitungen von 60 und
100 nL L°! Ozon fiir drei Behandlungen (1x, 1,5x und 2x: 2h-Mittelwerte)
dargestellt. Bei der Behandlung mit 0, 15x-Ozonkonzentrationen kamen diese
Ozonwerte nicht vor. Die Ozonkonzentration von 60 nL L1 Ozon stellt den in
der Schweiz giltigen Grenzwert dar; eine Ozonkonzentration von 100 nL Ll
Ozon entspricht dem Richtwert (1h-Mittelwert) nach EG-Bestimmungen
(Anonymus, 1993). Die Anzahl der Stunden mit {Iberschreitungen von 60 nL L
1 Ozon lag bei den im Versuch eingesetzten 1,5% und 2x erhdhten
Ozonkonzentrationen mit monatlich mehr als 50 h vergleichbar hoch, wihrend
es bei der Behandlung mit einfachen Ozonkonzentrationen zwischen 20 und 40
Stunden pro Monat waren. Spitzenwerte von 100 nL L-1 Ozon kamen im
Freiland (1x) vereinzelt im Juli vor. Bei den 2x erhohten Konzentrationen
wurden 100 nL L-! bereits im Mai &fters erreicht und iiberschritten, bei 1,5x

erhohter Ozonkonzentration erst im Juli.
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Abb. 49: Anzahl der 2h-Ozonmittelwerte, die im Laufe der Behandlung
bei 1x (of, 1,5x (=) und 2x (8) simulierten Ozonwerten Schwellenwerte von 2)
60 nL L 1 und b) 100 nL L™ Ozon uberschritten.
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2. Vergleich zwischen den Klimakammern, Open-Top-Kammern und dem

Freiland

Durch die parallele Behandlung gleichaltrigen Pflanzenmaterials in
Klimakammemn, Open-Top-Kammern und im Freiland sollte die Ubertragbarkeit
der Resultate aus Klimakammemn auf das Freiland iberpriift werden. Der
Vergleich zwischen den Behandlungen in den Klimakammern bei 0,15x- und
1x-Ozonkonzentrationen und in den OTCs bei Filterluft und Umluft ergab
vergleichbare Werte im Gehalt von 1-Aminocyclopropan-1-carbonsiure (ACC)
und dessen malonylierter Form (MACC). AuBerdem wurden bei der Netto-
Photosyntiese keine behandlungsabhingigen Unterschiede zwischen der 0,15x-
und der 1x-Behandlung in den OTCs oder in den Klimakammemn festgestelit.
Das gleiche galt fiir den Blattfall. Die zunehmende Kontrollmoglichkeit von
Ereilandversuchen iiber Open-Top-Kammern bis zu Klimakammern ermdglichte
eine gesicherte {Ibertragung von "Laborergebnissen” auf das Freiland und die
Erkennung von Nebeneffekten in den Klimakammern.

Die Simulation optimaler Wachstumsbedingungen fiir Biume iiber einen
lingeren Zeitraum in geschlossenen Kammern bedarf eines groBen technischen
Aufwands. Die reproduzierbare Wiedergabe von klimatischen Bedingungen, wie
sie in den Klimakammern unseren Instituts stattfindet, ist daher nur selten
moglich. Bisher wurden die meisten Langzeitversuche mit Biumen in Open-
Top-Kammermn oder im Freiland durchgefilhrt (Pye, 1988). Die
Kontrolimdglichkeiten in Open-Top-Kammem ist gegeniiber Klimakammern
deutlich geringer. So ist die Filterwirkung in den Open-Top-Kammem
schiechter, da durch die oben offenen Kammem immer Umgebungsluft
eindringen kann. AuBerdem kann das Klima nicht gezielt kontrolliert werden.
Kaum kontrollierbar sind Freilandbehandlungen, sie geben aber andererseits die

natiirliche Situation am besten wieder. Zwangsldufige Schwiachen einer reinen

Freiland- bzw. Laborforschung werden durch die Einbringung sinnvoller

1—A
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Zwischenglieder behoben (Seufert und Arndt, 1985). In unseren Klimakammern
konnte als Nebeneffekt eine leichte gelbliche Verfarbung der Buchenblitter
Ende Juni beobachtet werden. Ein Diingungseffekt konnte ausgeschlossen
werden, da alle drei Behandlungsvarianten gleichmiBig versorgt wurden.
AuBerdem erfolgte bei Buchen, die den Klimakammern entnommen und im
Freiland weiterkultiviert wurden, in den ersten Tagen eine deutliche Ergriinung.
Vermutlich verursachten die in den Klimakammemn  herrschenden
Lichtverhdltnisse eine geringere Chlorophyllentwicklung. In den Klimakammemn
fehlte es an Blau-, UV-B- und Rotlicht (Blank et al., 1990). Messungen mit
einem Quantensensor ergaben maximal 1000 pmol m™2 s'l) photosynthetisch
aktive Strahlung in Hohe des Blattraumes der Versuchspflanzen in den

~ Klimakammern, wihrend im Freiland im Sommer doppelt so hohe Werte
vorliegen (Lippert, 1992).

Durch die  stufenweise (Klimakammern, Open-Top-Kammern,
Freilandversuche) abgesicherte Analyse unserer Ergebnisse konnte die
Ubertragbarkeit der Daten aus den Klimakammern auf das Freiland auch bei
langerer Expositionszeit gewihrleistet werden. Ubereinstimmend mit Pye (1988)
und Reich (1987) kann daher gesagt werden, daB lingere Expositionszeiten mit
Ozonkonzentrationen, die nahe an den realen Werten liegen, am geeignetsten
sind, um eine durch Ozon allgemein verursachte Wachstumsreduktion in
Biumen nachzuweisen. Matyssek et al. (1990) wiesen nach, daB auch das

Wurzelwachstum durch Ozon stark reduziert wird.
3. Wirkungen von Ozon auf Buchen und Latschen

Es ist bekannt, daB Schadstoffe auf verschiedene Organisationsebenen der
Pflanze einwirken koénnen. Daher ist es wichtig eine “ganzheitliche"
Betrachtungsweise der Pflanze zu gewihrleisten, um die Wirkungsweise von

Immissionen aufzudecken (Giinthard-Goerg et al., 1991). Bei den hier
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beschriebenen Studien zu Ozonwirkungen auf Buche wurde der EinfluB dieses
Schadgases auf Zell- und Organebene sowie auf die Pflanze als Gesamtsystem
untersucht. Parallel wurden Untersuchungen zur Ozoneinwirkung auf Latschen
durchgefiihrt. Wahrscheinlich auf Grund der im Vergleich zu anderen Pinus-
Arten sehr kleinen Ausdehnungsfliche und der geringen wirtschaftlichen
Nutzung dieser Art liegen Untersuchungen iiber die Auswirkung von Ozon auf
Latschen kaum vor. Die Latsche tritt in hochgelegenen Forstbestinden auf. Da
gerade in Hochlagen erhohte Ozonkonzentrationen vorkommen, ist die Latsche
sommerlichen  Ozonbelastungen  ausgesetzt  und daher fur die

Grundlagenforschung sehr interessant.

3.1. Entwicklung ozonabhiingiger Symptome

Die Behandlung mit 1,5x und 2x erhthten Ozonwerten fiihrte zu eingm
bronzeartigen Schimmer der Buchenblatter, gefolgt von punktférmigen
Nekrosen, die auf die Interkostalfelder der Blattoberseite beschrinkt waren.
Diese entwickelten sich zuerst im mittleren Bereich des Blattes, um sich dann
auf das gesamte Blatt auszudehnen. Ein Zhnliches durch Ozon verursachtes

Schadbild wird von Hartmann et al. (1988) beschrieben.

Ozonschiden zeigten sich bei Latschen wie auch bei Kiefern in einer
Vergilbung der Nadeln, Diese trat in Abhingigkeit vom Nadelalter verstirkt
auf, was mit einer beschleunigten Seneszenz erklart werden kann. Eine
verstirkte Auspragung von sichtbaren Symptomen in einjihrigen Nadeln im
Vergleich mit den jiingeren Nadeln wurde an Kiefer von Landolt und Lithy-
Krause (1991) beobachtet. Im Herbst traten bei den ozonbehandelten Latschen
Vergilbungen an den Spitzen der jlingsten Nadeln auf. Der Herbst stellt fiir die
Latsche vermutlich eine "sensitive Phase" dar, wie sie Langebartels et al. (1991

b) fir die Kiefer beschrieben. Kiefern, die einer erhdhten (Ozonbelastung
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ausgesetzt worden waren, zeigten erst im Herbst des Folgejahres sichtbare
Symptome an den jiingsten, ozonbehandelten Nadeln (Langebartels et al. 1991
b). Landolt et al. (1989) schiidern, daf} bei dreimonatiger Ozonbehandlung von
vierjihrigen Kiefern, im Sommer und im Herbst getrennt durchgefiihrt, im
Herbst verstirkt Symptome auftraten. Vergleichende Beobachtungen der
normalen Altersvergilbung von Latschen der Kontrollbehandiung und Kiefern
aus dem Freiland bestitigen fir beide Pinus-Arten einen dhnlichen Verlauf, mit
erhdhter Nadelvergilbung und beginnendem Nadelfall im Herbst. In Abbildung
50 wird die Verfirbung von vier Nadeljahrgingen freistehender, ca.10-jéhriger
Kiefern nahe der GSF iber einen Zeitraum von 2 Jahren gezeigt. Die
herbstliche "sensitive Phase" ist deutlich an einer transienten Verfarbung der
jeweils 1-jahrigen Nadeljahrgénge zu erkennen, in dem Zeitraum, in dem der 2-
jahrige Nadeljahrgang abfalit. Eine Erholung der 1-jahrigen Nadeln tritt

anschlieflend sehr schnell bis zum Jahresende auf.
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Abb. 50: Zeitlicher Verlauf der Vergilbung bei 4 Nadeljahrgingen
(Nadeljahrgang 1988, 1989, 1990, 1991) von 10-jahrigen Kiefern, die im
Freien in unmittelbarer Nihe des Institutsgelinde wuchsen. Der Verlauf der
Vergilbung wurde anhand regelmaBiger Bonituren iiber 20 Monate, von August
1990 bis Mirz 1992 bestimmt. (Vergilbungsskala: 1 griin; 2 griin-gelb; 3 gelb;
4 braun). Mittelwert + SE (n= 7-10).
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Hinweise auf biochemische Anderungen in Kiefernnadeln im Herbst geben
Befunde von Hartinger (1990), die stark erhohte Cellulase-Aktivititen auch in 1-

jahrigen Nadeln zeigte, wihrend des Falls der 2-jahrigen Nadeln.
3.2. Verfriihter Blattfall und Nacheffekte

Die erhohte Ozonbehandlung fiihrte zu einem verfrithten und verstirkten
Blattfall, sowohl bei den Buchen als auch bei den Latschen. Dabei kdnnten
sowohl die in Buchen und Latschen ozoninduzierte Ethylenentwicklung (siche
Kap. 2.3.) als auch die in den Buchenblittern nachgewiesene erhohte
Membranpermeabilitit (siehe Kap. 2.5.) Ausidser dieses Phdnomens gewesen
sein., Eine Induktion von Cellulase, insbesondere Abszissions-Isoenzyme, durch
Ethylen und Ozon wurden schon ofter bei krautigen Pflanzen beschrieben
(Abeles, 1969; Kargiolaki, 1989; Takeuchi et al., 1990). Ein durch Ozon
verfriihter Blattfall bei Biaumen wurde auch von Keller (1988), Guderian et al.

(1990), Ashmore et al. (1989) und Leonardi et al. (1990) festgestellt. Neuere

Versuche an Birken stellten auch bei dieser Baumart einen verstirkten Blattfall
durch Ozon fest (Matyssek et al., 1992).

Buchen haben ein determiniertes Wachstum, das heiBt, alle Blattanlagen
sind in den Knospen enthalten und werden wihrend eines Zeitraumes von 4-6
Wochen  ausgebildet  (siche  Austriebsentwicklung). Bei  idealen
Wachstumsbedingungen kann ein zweiter begrenzter Austrieb im Sommer
erfolgen (sogenannte Johannistriebe). Baumarten wie Birke und Pappel dagegen
produzieren fortlaufend neue Blitter und konnten durch ein stetes Erneuern des
Blattmaterials die Schadwirkung von Ozon abschwichen. Tjoelker und
Luxmoore (1991) stellten z.B. bei Liriodendron tulipifera L., einer Baumart mit
indeterminiertem Wachstum, einen durch Ozon erhohten Blattfall fest, zugleich
aber eine Zunahme der Anzahl neu austreibender Blitter, was den Blattverlust

ausglich.
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Eine ganze Reihe von ozonverursachten Reaktionen, ndmlich erhohte
Membranpermeabilitit, Steigerung der Ethylenentwicklung, Abnahme der
Netto-Photosynthese und insbesondere Abnahme der Ribulose- 1,5 -bisphosphat
Carboxylase (Dann und Pell, 1989), reduzierte Chlorophyllgehalte (Reich,
1983) und schlieBlich erhdhter Blattfall deuten auf eine Beschleunigung der
herbstlichen Seneszenz hin. Bei der natiirlichen Seneszenz findet wihrend der
Verfarbung der Bldtter, kurz vor den Blattfall, eine Umverteilung wichtiger
Nihrelemente statt. Wahrend Calcium und Schwefel sich in den Blittern
ansammeln, werden Kalium, Magnesium, Phosphor (Eschrich et al., 1988) und
Stickstoff (Adams et al., 1990) in den Stamm verlagert. Auch in Buche fanden
Glavac et al. (1990) wihrend der Herbstphase erhohte Kaliumgehalte im
Phloemsaft der basalen Stammpartien. Eine Elementanalyse der Blitter unserer
Buchen zu Beginn des Blattfalls zeigte keine behandlungsabhéngigen
Unterschiede. Im Gegensatz zum herbstlichen Blattfall ist also der
ozoninduzierte Blattfall in der Buche mit einen Nihrstoffverlust verbunden und
entspricht somit nicht vollstindig einer verfrilhten Seneszenz. Zum gleichen
Ergebnis fiihrten Untersuchungen an ozonbehandelten Birken (Matyssek et al.,
1991). Matyssek et al. (1991) und Giinthardt-Goerg et al. (1991) machen
susitzlich darauf aufmerksam, daB bei Ozonbehandlung, im Gegensatz zur
natiiclichen Seneszenz, die strukturelle Integritdt der Zelle nicht erhalten bleibt.
Sie beschreiben, wie bei Beginn der Symptomauspragung in Blittern von Betula
pendula bereits Deformationen der Kambium-, Phloem-, und Parenchymzellen,
eine Verbriunung des Zellinhaites sowie eine Koliabierung des Gewebes
festzustellen sind. Es wurden Exudate an der Zellwand der Mesophylizellen
gebildet, die einen aligemeinen Indikator fir Stérungen des Zellmetabolismus
darstellen und die bei natiirlichen Seneszenzprozessen nicht vorkommen

(Giinthardt-Goerg et al., 1991).
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Im Frithling 1991, bei der Nachkultur der Baume im Freien, d.h. bei den
Ozonkonzentrationen der  Umgebungsiuft ~ (Abb.  50)  war kein
behandlungsabhingiger Unterschied 1im Wurzelwachstum, Zuwachs des
Stammes oder in der Anzahl neu ausgebildeter Knospen festzustellen. Es zeigte
sich aber eine verzogerte maximale Zuwachsrate des Haupttriebes bei den im
Vorjahr mit Ozon behandelten Buchen und Latschen. Bei der Aspe fithrte Ozon
in der zweiten Vegetationsperiode zu einer Abnahme der Lange und Dicke der
neuen Triebe (Matyssek et al., 1993). Neuwirth (1959) stellte bei Fichten ein
verzdgertes Wachstum mit Stagnation in den ersten Austriebsphasen nach
Entfernung der Altnadeln fest. Bei Kiefern und Latschen verhindert eine
Schuppendeckung die aktive Assimilation der neuen Nadeln, so daB die
_ Abhingigkeit von den alteren Nadeljahrgingen iiber die gesamte Zeit des
Triebzuwachses andauert. Sind iltere Nadeln nicht vorhanden, dann miissen
Reservestoffe aus dem Stamm transloziert werden, und der Zuwachs wird
verzogert. Da die Zuwachsrate zum grofiten Teil von den im Vorjahr im Stamm
oder ilteren Nadeljahrgingen (Hansen und Beck, 1990; Fischer und Héll, 1991)
gespeicherten Assimilaten abhéngig ist, konnen sich die durch Ozon verminderte
Netto-Photosynthese, die Schadigung der Blatter und der verfriihte Blattfall in
einer geringeren Zuwachsrate auswirken. Untersuchungen an Bléttern
ozonbehandelter Buchen ergaben erhdhte Malat-, Citrat und Shikimisaure-
Gehalte, erhdhte Aktivititen der PEP-Carboxylase (Landolt und Liithy-Krause,
1991) sowie verminderte Stirke-Gehalte (Guderian et al., 1990). Auch bei
ozonbehandelten Pappeln (Populus nigra L. cv. Loenen, P. maximowiczii Henry
x P. nigra L. cv. Rochester) zeigten sich verminderte Stirkegehalte zugunsten
erhdhter Saccharosegehalte; weiterhin auch erhShte Protein- und Aminosiure-
Gehalte (Ballach et al., 1992). Die Ozonbehandlung fiihrt also zu einer
Anregung des Primirstoffwechsels, um den groBeren Energiebedarf fiir die
Abwehrreaktionen zu decken (Biicker und Ballach, 1992). Dies deutet darauf

hin, daB durch Ozon sowohl Speichervorginge vermindert als auch die
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Translokation von Reservestoffen in den Stamm- und Wurzelbereich von
Biumen reduziert werden konnen. Erhohte Ozonwerte in aufeinanderfolgenden
Jahren konnten demnach zu verminderten Wachstumsraten und geringerer

Frosthirte fihren.
3.3. Netto-Photosynthese und stomatire Leitfidhigkeit

Im vorliegenden Versuch war bereits Mitte Juli, die Netto-Photosynthese
der Buchen bereits um 20 -40 % vermindert. Zwischen Mitte Juli und Mitte
August sind Buchenblétter photosynthetisch am aktivsten, mit 90 % der
maximalen Photosyntheserate (Stickan und Zhang, 1992). Diese Zeitspanne
stimmt mit dem Auftreten sommerlich erhdhter Ozonkonzentrationen iberein
(siche Abb.9).

Eine Abnahme der Netto-Photosynthese durch Ozon wurde auch bei
anderen Laubbiumen, vor allem bei Birke und Pappel beobachtet (Matyssek et
al., 1991; Keller, 1988). Fir die ozonempfindliche Pappel geniigte eine
Ozondosis von 27 uL Ll h'l, um die Netto-Photosynthese um 61 % zu
vermindern, bei der Eiche (Quercus rubra) erfolgte bei 25 uL Ll h! eine
Verminderung um 10 % (Pye, 1988). Eine Ozondosis von 180 nL Ll pl
verminderte die Photosynthese von Ahorn um 40 % (Krause und Prinz, 1989).
Die hier untersuchten Buchen zeigten bei 100 uL Ll h'! eine Abnahme der
Netto-Photosynthese um 20 %. Die Dunkelatmungsrate der Buchen wurde von
Ozon nicht beeinfluBt, wie Messungen von Lippert (1992) zeigten. Zum
gleichen Ergebnis fiihrten die Untersuchungen an Birke von Matyssek et al.
(1990, 1991). Dabei muB beriicksichtigt werden, daB die Atmungsrate auf die
gesamte Blattfliche - inclusive der nekrotischen Fliche - bezogen ist. Die Rate
der noch intakten, griinen Blattfliche eines nekrotischen Blattes muB demnach

gréfer sein als eine vergleichbare Fliche eines volikommen ungeschidigten

Blattes.

EA
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Die ozonabhingige Abnahme der Photosynthese scheint durch eine
Schidigung mehrerer Teilschritte verursacht zu sein. So sind die
Elektronentransportkette und der Calvin-Cyclus gleichermaBen beeinfluBt
(Urbach et al., 1989). In den Photosynthesemessungen von Lippert (1992) an
den hier beschriecbenen Buchen stellte sich die Carboxylierungseffizienz als
empfindlichster Photosynthesewert heraus. Die Quantenausbeute war nicht
reduziert, was auf die Funktionsfahigkeit des vorhandenen Chlorophylls
hindeutete. Auch Farange et al. (1991) beobachteten, da als erster Teilprozess
der Photosynthese die Carboxylierungseffizienz beeinfluBt wurde. Pell und
Pearson (1983) berichteten iber eine ozoninduzierte Abnahme der Menge an
Ribulose- 1,5 -bisphosphat-Carboxylase in Alfaifa, wobei es unklar blieb, ob
dies indirekt durch erhdhte Membranpermeabilitit, das Einwirken von Proteasen
oder durch direkte Wirkung von Ozon oder seiner Folgeprodukte herbeigefiihrt
wurde. Da die Ribulose- 1,5 -bisphosphat-Carboxylase reich an SH-Gruppen ist,

ist sie leicht oxidierbar.

Die Stomata spielen bei allen Pflanzenarten eine fundamentale Rolle in der
Aufnahme von Ozon (Freer-Smith et al. 1989). Die Ozonbehandlung der
Buchen in unserem Versuch fiihrte ab Ende Juli zu einer geringeren stomatiren
Leitfahigkeit. Diese trat ein, als bereits erhohte K-Effluxraten gemessen
wurden, was sich auf die Funktionsfdhigkeit der Spaltoffnungen ausgewirkt
haben konnte (Threshow und Anderson, 1988). Die Abnahme der stomatiren
Leitfihigkeit trat eine Woche spater ein als die Abnahme der Netto-
Photosynthese. Eine zeitlich versetzte Abnahme der stomatiiren Leitfahigkeit im
Vergleich zur Abnahme der Photosynthese bei ozonbehandelten Buchen wurde
auch von Leonardi et al. (1990) festgestellt. Diese Autoren beschrieben, wie die
Ozonbehandlung zunidchst eine Zunahme und spiter eine Abnahme der
stomatiren Leitfahigkeit verursachte. In unserem Versuch zeigten aufierdem

Vergleiche mit den von Lippert (1992) durchgefithrten Messungen der
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Transpiration, stomatiren Leitfahigkeit und maximalen Photosyntheserate, da
die Ozoneffekte stirker auf die Photosynthese als auf die stomatire Leitfahigkeit
wirkten. Zu den gleichen SchluBfolgerungen fiihrten Versuche anderer Autoren
mit Laubbiumen (Darrall, 1989; Matyssek et al., 1991). Wallin und Skirby
(1992) konnten auch bei Fichte nach Langzeit-Ozonbehandlung eine Reduktion
der Photosynthese feststelien, die nur teilweise durch Stomataeffekte bedingt
war.

Matyssek et al. (1990, 1991) sehen in der reduzierten Photosynthese sowie
in der geringeren stomatiren Leitfihigkeit einen Sekundireffekt des gestorten
Metabolismus. Sie beschreiben, wie bei ozonbelasteten Blittern an den
Mesophylizellen tropfenformige Ausscheidungen, insbesondere angrenzend an
Spaltoffnungen, auftreten und vermuten, daB die zugrundeliegenden

Zellschidigungen die Gaswechselinderungen hervorrufen.

3.4. Freisetzung von Kationen aus Blattscheiben

Zusammen mit dem Auftreten ozonabhingiger Symptome in den Buchen
wurde eine Zunahme der Freisetzungsraten fir Kalium und Magnesium
festgestellt. Erhohte Ozonkonzentrationen verdoppelten die Freisetzungsrate fir
Kalium und Magnesium. Bereits Untersuchungen von Heath (1980, 1988b)
beschrieben eine durch Ozon erhdhte Membranpermeabilitit und einen erhohten
Ionenfluf in einzelligen Algen (Chlorella). Kerner (1990) und Leonardi und
Langebartels (1990/91) stellten ebenfalls verstirkten Ionenflud an Blattscheiben
von Tabak und Buchen fest, die fir einen Tag bis zu mehreren Wochen mit
Ozon behandelt wurden. AuBierdem wurde gezeigt, wie in isolierten Zellwidnden
ozonbehandelter  Bldtter erhdhte Kationen-Gehalte  vorlagen.  Weitere
Untersuchungen von Leonardi und Langebartels (1990/91) zeigten, daB die
erhohten  Ionenflisse ~ mit  einer erhohten  Membranpermeabilitit

{ibereinstimmten. Eine unterschiedliche Verteilung von Ionen innerhalb des
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Blattgewebes und eine erhohte Membranﬁermeabilitﬁt konnten sich auf die
Funktionsfihigkeit der Spaltéffnungen auswirken. AuBerdem kénnten, z.B. im
Falle eines erhohten Calcium-Effluxes, Enzyme wie 8-1,3 Glucansynthasen oder
Peroxidasen aktiviert werden (Heath, 1988a).

Eine erhohte Membranpermeabilitit konnte auch zu einer verstirkten
Translokation anderer niedermolekularer Inhaltstoffe wie ACC aus der Zelle in
den Apoplast fithren. Saftner und Baker (1987) stellten bei reifenden Tomaten
eine Verlagerung von a-Aminoisobuttersiure, einem Analogon des ACC, vom
Cytoplasma in den Apoplasten fest. Sie beobachteten, wie mit der Reifung der
Tomate, erhohte «-AIB-Konzentrationen im Apoplasten wiederzufinden waren,
was auf eine erhohte Permeabilitat der Plasmamembran gegeniiber o-AlB und

moglicherweise ACC hinwies.
3.5. Ozoninduzierte Ethylenbiosynthese

Die Ozonbehandlung der Buchen, Latschen und Fichten induzierte in allen
drei Baumarten die Ethylenbiosynthese, mit Freisetzung von Ethylen und
Akkumulation von ACC (1-Aminocyclopropan-l-caIbonsﬁure), der Vorstufe
von Ethylen. Parallel dazu fand eine Akkumulation von malonyliertem ACC
statt. Bei den Latschen wurden in den Nadeln der Jahrginge 1990 und 1989
bereits erhohte ACC-Gehalte festgestellt, als noch keine sichtbaren Symptome
aufgetreten waren. Tingey et al. (1976) stellten fest, daB parallel zum Auftreten
von ozonabhingigen Symptomen erhdhte Ethylenemissionen bei Pinus
ponderosa Laws. auftraten. Erhohte ACC- und MACC-Gehalte bei geschidigten
Nadeln sowie erhohte Ethylenemission parallel zu verminderten
Chlorophyligehalten, gefolgt von einen verfrithten Nadelfall wurden von Fuhrer
(1985) bei Tannen im Freiland beobachtet. Der EinfluB von Ozon auf
biochemische Parameter und insbesondere auf die Ethylenbiosynthese bei

Laubbiumen ist nur wenig untersucht worden. So wiesen Tingey et al. (1976)
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auf eine erhohte Ethylenentwicklung nach einmaliger Ozonbehandlung in
Eucalyptus nach; Ballach et al. (1992) nach dreiwéchiger Behandlung in Pappel.
Arbeiten an landwirtschaftlichen Nutzpflanzen und an Koniferen zeigten eine
Korrelation zwischen der Menge an freigesetztem Ethylen und dem Auftreten
von Symptomen (Meyer et al., 1987, Tingey et al., 1976; Bucher, 1981). Bei
der Bestimmung von Ethylen muB beriicksichtigt werden, daB nur das aus der
Pflanze abgegebene Ethylen erfaBt wird, nicht zellulidres und internes Ethylen.
Die Bestimmung von nichtfliichtigen Metaboliten des Ethylenstoffwechsels, wie
dem Ethylenvorliufer ACC und seinem Malonylkonjugat (MACC) ist daher
sehr wichtig. Der ACC-Gehalt steht in enger Beziehung zur Rate der
Ethylenbildung und stellt ein genaueres Maf der durch Ozon induzierten
_ Ethylenbiosynthese dar. In den oben erwihnten Arbeiten mit Laubbaumen
wurden keine Untersuchungen iiber ACC und MACC durchgefiihrt. Die
Ergebnisse unseres Versuches zeigten, dal der MACC-Gehalt in den
Buchenblittern mit dem Nekrotisierungsgrad korrelierte (Tab.9). Im Juli, bei
Beginn der Nekrotisierung in den ozonbehandelten Blittern, wurden erhdhte
MACC-Gehalte festgestellt. Mitte September bei zunehmender Nekrotisierung
nahmen auch die MACC-Gehalte entsprechend weiter zu. Da Samenpflanzen
verwendet wurden, bestand eine genetische Heterogenitit, die sich bei einigen
Pflanzen in einer zeitlich verzogerten oder verfrihten Symptomentwicklung im
Vergleich zum Durchschnittsverhaiten zeigte. Pflanzen mit erhdhtem
Nekrotisierungsgrad wiesen dabei immer hohere MACC-Gehalte auf, als die mit
vereinzelten Symptomen (siehe Vergleich der Symptome und MACC-Gehalte

fiir die Extremfille mit sehr geringer und sehr hoher Nekrotisierung).
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Tab. 9: Schidigungsgrad und MACC-Gehalt von 3- und 5-jahrigen
Buchen am 22.7. und 2.8.1990 nach Ozonbehandlung:

Buche Schidigungsgrad MACC [nmol g"}FG]
3-jahrige (22.7.90)

133 1 3,97

107 2 4.38

61 4 18.61

125 4 50.25

5-jahrige (2.8.90.)

218 2,5 4,65
216 2 6,90
213 4 25,50
214 4 29,01

Untersuchungen von Craker (1971), Mehlhorn und Wellburn (1987) sowie
Mehlhomn et al. (1991) an Tomaten (Lycopersicon aesculentum L.), Erbsen
(Pisum sativum L.) und Tabak (Nicotiana tabacum L.) zeigten, daB das durch

Ozon induzierte Ethylen das AusmaB der Schiddigung mitbestimmt. Mehlhom

und Wellburn (1987) kamen zu diese Folgerung, indem sie Pflanzen vor der
Ozonbehandlung mit Aminoethoxyvinylglycin {(AVG), einem Inhibitor der
Ethylenbiosynthese, behandelten. Diese Pflanzen zeigten anschlieBend weniger
ozonabhingige Symptome. AVG wirkt als Inhibitor der ACC-Synthase, so da8
auBler der Ethylenbildung auch die Bildung von ACC (und MACC) gehemmt
wird. Die Beteiligung von ACC oder MACC bei der Schadausbildung kann also
nicht ausgeschlossen werden. Da von Mehlhorn und Wellburn (1987) kein
spezifisches Hemmprodukt fiir die ACC-Oxidase eingesetzt wurde, konnten die
Auswirkungen von FEthylen und ACC nicht auseinandergehalten werden.
Ethylenbehandlungen von Bohnen und Erbsen (Mehlhorn, 1990) sowie der
ozonempfindlichen Tabaksorte Bel W3 (Trost, 1990) fiihrten zu keinen
sichtbaren Symptomen. Bei diesen Behandlungen wurden sehr hohe,

unrealistische Ethylenkonzentrationen eingesetzt, so daB vermutlich der reale
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Ablauf der Reaktionen verindert wurde. Aber auch nach 13-monatiger
Behandlung mit realistischen Ethylenkonzentrationen (50 ug m'3) entwickelten

sich bei Buchen keine Nekrosen (Krause und Prinz, 1989). Aus diesen

Beobachtungen konnte geschlossen werden, daB a) exogenes Ethylen
unterschiedliche Wirkungen zu intern gebildetem besitzt, b) Ozon und Ethylen
miteinander reagieren und erst dann toxische Produkte zu Schédden fiihren
(Mehlhorn, 1990; Elstner, 1987), ¢) ACC und Ethylen zusammen erhdht

vorliegen miissen, um Wirkungen zu zeigen (Siefert et al., 1993).

In unserem Versuch an Fichtenkeimlingen wurden auf Grund der hohen
Ozonresistenz der Fichte relativ hohe Konzentrationen (300 und 600 nL L'l)
eingesetzt. Schon bei einer Kurzzeitbehandlung iber 8h trat eine transiente
Zunahme von Ethylen und ACC ein, als friihe biochemische Reaktion auf Ozon
(max. nach 13h). Die Induktionsgeschwindigkeit wurde nicht von der Hohe der

Ozonkonzentration bestimmt, die Induktionshohe war aber von der

Ozonkonzentration abhingig. Bei 300 nL L'l Ozon wurden eine um das
doppelte erhdhte Ethylenfreisetzung und um 3-fach erhohte ACC-Gehalte
gemessen, bei 600 nL Ll Ozon 7- bzw. 20-fach erhohte Werte. Schnelle
Reaktionen von ACC-Synthase und ACC-Oxidase bei StreBreaktionen in
krautigen Pflanzen wurden von mehreren Autoren beschrieben, mit Maxima
nach 1-4 Stunden (Theologis, 1992). Demgegeniiber ist die ACC- und
Ethylenbildung bei Fichtenkeimlingen deutlich langsamer. Yang und Hoffmann
(1984) beobachteten einen schnellen Turn-Over der ACC-Synthase. Fiir den
Riickgang des Strefethylens konnten auch ozoninduzierte
Entgiftungsmechanismen verantwortlich sein, zum Beispiel iber die Aktivierung
der Ascorbat-Peroxidase, wobei das vorhandene Ascorbat als eine Art
Puffersystem wirken kénnte. Der transiente Anstieg der Ethylenentwicklung
sowie des ACCs wiederholte sich bei gleichverlaufender Behandlung am zweiten

und selbst bei Beprobung am achtzehnten Tag mit dem Unterschied, daB nach
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18 Tagen der Grundlevel von ACC bei 600 nL L1 Ozon deutlich erhdht war.
Der Anstieg des Grundlevels an ACC bei den ozonbehandelten
Fichtenkeimlingen konnte durch eine Neusynthese der ACC-Synthase erfolgen.

Wihrend der vierwochigen Versuche wurden in den Nadelkrinzen der
Fichtenkeimlinge langfristig erhhte ACC- und MACC-Gehalte festgestellt. Der
Anstieg erfolgte fiir ACC bei einer Ozondosis von 70 uL L-1n! und fir MACC
bei einer Ozondosis von 84 uL L-lhl, Weitere Langzeitversuche zur
Ethylenbiosynthese sind in der Literatur selten beschrieben worden. Eine
transiente Zunahme von Ethylen und ACC als Reaktion auf Ozon wurde in
Weizenblittern (Hoffman und Yang, 1982) festgestellt. In 4-jdhrigen Fichten
waren nach 18-tigiger Behandlung mit 400 nL L1 Ozon erhohte Ethylen- und
ACC-Konzentrationen nachweisbar, die nach 59 Tagen wieder abnahmen (Van
den Driessche und Langebartels, 1993).

Bei Fichtenkeimlingen konnte bei 600 nL L~ Ozon eine Aktivierung der
Malonyltransferase-Aktivitit (Tophof et al., 1989) erfolgen. MACC kann den

Tonoplast (Tophof et al., 1989) und die Plasmamembran (Fuhrer und Fuhrer-
Fries, 1985) in beiden Richtungen passieren. Dies erlaubt neben einer
Akkumulation von MACC in Vacuolen (Bouzayen et al., 1988) auch eine
Verlagerung von MACC in andere Pflanzenteile (Machackova et al., 1992). Im
Laufe unseres Versuches erfolgte keine Zunahme der MACC-Gehalte in den
Waurzeln, wobei nicht auszuschlieBen ist, dafl die Versuchsdauer dafiir zu kurz
war. Bei 300 nL L'l Ozon wurde nach 10 Tagen eine Zunahme des ACC-
Gehalt in den Wurzeln festgestellt. Ozon konnte direkt auf die Wurzeln der
Keimlinge gewirkt haben, da diese in befeuchtetem Perlit kultiviert wurden, der
auf Grund seiner Struktur eine gute Durchliiftung bietet. Oder ACC kénnte von
den oberen Pflanzenteilen in den Wurzeln transportiert worden sein, dhnlich wie
MACC (Fuhrer und Fuhrer-Fries, 1985). Eine erhéhte Ozonbelastung (600 nL
L'l) konnte auch zu einer Schidigung des Phloems gefiihrt haben (Giinthardt-

Goerg et al., 1991) und somit den Transport von ACC in die Wurzeln
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verhindert haben.

Eine Vorbehandlung mit niedrigen Ozonkonzentrationen fiihrte bei
mehreren Pflanzenarten zu unterschiedlichen Reaktionen gegenlber einer
Ozonbelastung mit hoheren Konzentrationen (Heath, 1980). Eine erhohte
Empfindlichkeit konnte in Tabak Bel W3 (Steinberger und Naveh, 1982)
nachgewiesen werden, wihrend bei Erbsen die Empfindlichkeit nach
Vorbehandlung abnahm (Mehlhorn und Wellbumn, 1987). Die untersuchten
Fichtenkeimlinge zeigten nach 18-tigige Vorbehandiung mit 300 nL L1 Ozon
eine doppelt so hohe Ethylenentwicklung wie bei Keimlingen, die bereits 18
Tage lang mit 600 nL L-! Ozon behandelt worden waren; parallel dazu erfolgte
eine Zunahme der ACC-Gehalte.

3.6. Schwellenwerte fiir Ozon bei Buchen

Die Ergebnisse der biochemischen und physiologischen Untersuchungen
bei Buchen im Laufe der Behandlung mit 0,15x proportional erniedrigten und
1x, 1,5x, 2x proportional erhShten Ozonkonzentrationen sind in der Tab. 10
zusammengefabt. Die Unterschiede zwischen den Ozonbehandlungen traten im
Juli zur Zeit erhohter Ozonkonzentrationen ein. Es ist deutlich erkennbar, daB
bei 1,5x erhdhter Ozonkonzentration die folgenden Reaktionen verstirkt
auftraten: erhohte Membranpermeabilitit mit  verstirktem Mg-Efflux,
Stomataschluf, Verminderung der Netto-Photosynthese und schlieBlich sichtbare
Symptome. Eine Erhohung der Ozonkonzentrationen auf 2x verstirkte nur

teilweise die Reaktionen.
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Tab. 10: Ubersicht iib
Langzeitversuchs (Aril - Sept
Freien (Oktober 1990 - Juni 1991). Es si

er Reaktionen von 3-jahrigen Buchen wahrend des
ember 1990) und der anschlieBenden Exposition im
nd die abgesicherten Ergebnisse fir die

einzelnen Behandlungen (0,15x, 1x, 1,5x, 2x) angegeben: - kein Unterschied,

statistisch abgesicherte Zunahme im
abgesicherte Abnahme im Ver
gelten als Vergleichsparamete
statistische Auswertung wurd
0,01 oder 0,05 wenn rechts vom Pfe

gleich zur 1x
r die Werte der

Vergleich zur 1x-Behandlung,
-Behandlung. Bei dem FDA-Test
ersten Messung im Juli. Fiir die
en LSD-test (p< 0,05), oder Anova-test p <
il einx angegeben ist) verwendet, letzteres

im Falle der ACC-, MACC-Gehalte und der Blattschddigung.

statistisch

Fiir die Schadauswirkungen auf Buchen kénnte demzufolge die Dauer der
h

Uberschreitung  bestimmter Ozonkonzentrationen (z.B. > 60 nL L

ausschlaggebend sein (siehe Abb. 49).
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3.7. Ozonempfindlichkeit der Latsche

Die Behandlung von Latschen fithrte zu Vergilbungen und verfrihtem
Nadelfall und weist auf die Ozonempfindlichkeit dieser Baumart hin. Nach
Literaturangaben (Landelt und Lithy-Krause, 1991) und weiteren Versuchen
unseres Instituts (Langebartels et al. 1991 b) mit Kiefer scheint die
Ozonempfindlichkeit von Latschen vergleichbar mit der von Kiefern zu sein.
Versuche mit Kiefern-, Latschen- und Fichtenkeimlingen zeigten - in dieser
Reihenfolge - eine abnehmende Ozonempfindlichkeit (persdnliche Mitteilung
von R. Klotz), wobei eine deutliche Steigung der Ozontoleranz zwischen den

Pinus-Arten und Fichten vorlag.
4. EinfluB von Ozon unter simuliertem Bergklima

Eine Verringerung der Temperaturwerte von Schénenbuch (ca. 500m) um
3.5 °C sollte zur Simulation eines Bergklimas (1000m Hohe) und zu einem
dadurch verzogerten Blattaustrieb fiihren, genau dann, wenn erhdhte Ozonwerte
auftraten. Die niedrigeren Temperaturen verzogerten den Austrieb um ca. 10
Tage, so daB die Blattexpansion bei Ozonwerten von > 50 nL L1 Ozon (1x
Variante) erfolgte. In der zweiten J ulihilfte zeigten die so behandelten Buchen
durchschnittlich zu 30 % nekrotisierte Blattflichen, wihrend Buchen, bei
hoheren Temperaturen erst zwei Wochen spiter den entsprechenden
Schidigungsgrad erreichten. Netto-Photosynthese und stomatire Leitfihigkeit
wurden durch die niedrigere Temperatur negativ beeinfluBt. Nach der
Umstellung der Buchen in den Institutsgarten (21. Juli) wurden Ozoneffekte
sichtbar: die ozonbehandelten Buchen wiesen eine um 20 % verminderte
stomatire Leitfahigkeit und eine um 30 % verminderte Netto-Photosynthese
gegeniiber der mit 0,15x-Ozonbehandlung auf. Dies konnte auf ein erhohtes

AusmaB der Ozonschadigung in einem Bergklima hindeuten.
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V. ZUSAMMENFASSUNG

Die Ozonempfindlichkeit von Buchen und Latschen wurde anhand von
Symptomen und biochemischen Reaktionen bestimmt. Als Grundlage der Arbeit
diente ein Versuch in den Expositionskammern, in dem 3- und S-jahrige Buchen
mit realen, proportional erhGhten (1,5x und 2x) und proportional erniedrigten
(0,15x) Ozonkonzentrationen behandelt wurden. Parallel dazu wurden Latschen
mit proportional erhdhten (2x) Ozonkonzentrationen behandelt. Zum ersten Mal
fand unter den kontrollierten Bedingungen von Klimakammern eine
Ozonbehandlung statt, die {iber eine ganze Vegetationsperiode eine im Freiland
herrschende Situation mit intermittierenden Belastungen und Spitzenwerten
simulierte. Ein Vergleich der Ergebnisse aus den Klimakammern wurde mit
identischem  Pflanzenmaterial  aus Open-Top-Kammem (Umiuft- und

Filterluftbehandlung) und aus dem Freiland vorgenommen.

Die Wirkung erhohter Ozonkonzentrationen auf Buchen wurde sowohl auf
Zell- und Organebene als auch auf der Ebene der Gesamt-Pflanze festgestellt.
Die Behandlung fithrte zu einer anhaltenden Akkumulation der Ethylenvorstufe
1-Aminocyclopropan- 1-carbonsaure (ACC), und deren malonylierter Form
(MACC). Ende Juli wurden bei 2x-Ozonbehandlung in Buchenblittern 3 -
10fach erhdhte ACC-Gehaite und 2 - 3fach erhhte MACC-Gehalte gemessen.
Bei den entsprechenden Behandlungen in Klimakammern, Open-Top-Kammern
und Freiland wurden iber die gesamte Zeit vergleichbare ACC- und MACC-
Gehalte erhalten. Da eine gesteigerte Ethylenfreisetzung aus ozonbehandelten
Buchenblittern  festgestellt ~wurde, st eine iber Wochen erhéhte

Ethylenbiosynthese der Buchen anzunehmen.
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Eine BeeinfluBung der Membranpermeabilitit durch Ozon konnte anhand
erhthter Kalium- und Magnesium-Effluxraten aus Blattscheiben ermittelt
werden. Die Nettophotosynthese der 3-jihrigen Buchen war Ende Juli bei
erhohten Ozonkonzentrationen im Vergleich zur Ix-Behandlung bis zu 40 %

vermindert, die stomatire Leitfahigkeit war um 15 bis 20 % reduziert.

Sichtbare Symptome bei Buchenblittern traten erstmals Anfang Juli bei
den Varianten mit erhdhten Ozonwerten in Form von bronzeartigem Schimmer
auf. Im August entwickelten sich bei der 1,5x- und 2x-Behandlung
punktférmige Nekrosen in den Interkostalfeldem der Blattoberflachen, bis

maximal 50 - 60 % der Blattoberflichen nekrotisch waren.

Der Blattfall trat bei erhdhten Ozonkonzentrationen um zehn Tage verfriiht
auf. Ozonwirkungen zeigten sich schlieflich auch im folgenden Jahr bei
Weiterkultur unter Freilandbedingungen. Der neue Haupttrieb erreichte die

maximale Zuwachsrate im Vergleich zur 1x-Behandlung rund 10 Tage spiter.

Eine Versuchsvariante mit vier Ozonkonzentrationen bei erniedrigten
Temperaturen (simuliertes Bergklima) sollte Austrieb und erhdhte Ozonwerte in
engeren zeitlichen Zusammenhang stellen. Die Symptomausprigung nahm im
Vergleich zu den Bidumen im Normalklima schneller zu, und bei 2x erhShten
Ozonkonzentrationen waren bereits Ende Juli 30 % der Blattoberfldchen

nekrotisiert.

Bei Latschen erfolgte vergleichbar zu den Buchen eine ozonabhingige
Akkumulation von ACC und MACC. Erhohte ACC-Gehalte wurden bereits
Ende Mai in den Nadeln der Jahrginge 1989 und 1990 festgestellt. Ende August
hatte zusitzlich auch der MACC-Gehalt der neuen Nadeln zugenommen und
blieb auch im folgenden Jahr, wihrend der Nachkultivierung im Freien 2-fach

erhoht.




120

Die Ozonbehandlung der Latschen fihrte zu einer Vergilbung und zu
einem 5-fach erhohten Nadelfall des zweijihrigen Nadeljahrgangs.

1 QOzon

Untersuchungen mit Fichtenkeimlingen, die 300 und 600 nL L°
(8h/Tag) iber vier Wochen ausgesetzt wurden, zeigten auch hier eine
Akkumulation der ACC- und MACC-Gehalte. Diese war dosisabhingig und
blieb iiber 2 - 4 Wochen in Kotyledonen und Primirnadeln erhalten. Téglich
fand zusitzlich ein transientes Maximum der Ethylenentwicklung und des ACC-

Gehalts statt, wobei die Ethylenentwicklung jeweils auf die Ausgangswerte

zuriickging, die ACC-Gehalte aber stindig anstiegen.

In dieser Arbeit konnte damit nachgewiesen werden, daB eine realistische
Belastung von Buchen und Latschen mit gering erhdhten Ozonkonzentrationen
su frihen biochemischen Reaktionen, zu Symptomen und schlieBlich zu
beschleunigtem Blattfall bzw. Nadelfall fiihrte. Es wurde gezeigt, daB
Ozonbehandlung bei drei wichtigen Baumarten zu einer Akkumulation von ACC
und MACC fiihrt. Diese hier erstmals beschriebene Langzeitaktivierung der
Ethylenbiosynthese unter proportional erhdhten Ozonwerten kann die
schidigenden Wirkungen von Ozon verstirken und insbesondere zu einem

beschleunigten Blatt- und Nadelfall beitragen.
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ANHANG
p-Werte der ANOVA sowie Mittelwerte der signifikant unterschiedlichen

Behandlungen und p-Werte der Tests auf Unterschiede zwischen den Mittelwerten
(paarweise T-Test).

1, ACC-Gehalte (nmol g=lFG)

22.7.90 MW 0.15 1 1.5 2
0.15 0.207 0.4334 0.1484 0.0050
1 0.155 0.0201 0.0004
1.5 0.303 0.0004
2 0.429 0.0729
14.09.90 MW 0.15 1 1.5 2
0.15 0.110 0.7030 0.0227 0.0008
1 0.161 0.0391 0.0013
1.5 0.423 0.0945

2 0.658

22.7.90 MW 0.15 1 1.5 2
0.15 4.198 0.8715 0.2547 0.0499
1 3.930 0.1648 0.0279
1.5 6.065 0.2816

2 7.912
14.09.90 MW 0.15 1 1.5 2
0.1 3.592 0.5722 0.0006 0.0035

5
1 5.654 0.0015% 0.0088
1.5 17.254 0.7954
2 16.286
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1

0.1191
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1

0.0007

0.0647
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1.5

0.0127
0.0095
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1.5

0.0001
0.0008

0.0001
0.0008

0.0001
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0.4504
0.52863
0.6110

0.0155
0.1999
0.5178

0.0006
0.0004
0.2478.

0.0001
0.0001
0.0486

2

0.0001
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0.1354

2
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