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Zusammenfassung |

ZUSAMMENFASSUNG

Uber die ubiquitar in Osterreich feststellbare Pflanzenbelastung mit Nitrophenolen, leicht-
fliichtigen halogenierten Kohlenwasserstoffen und Trichloressigsaure lag bisher wenig In-
formation vor. Untersuchungen zu den derzeit in Pflanzen nachweisbaren Nitrophenol-
gehalten sind aber auch international bisher kaum vorhanden, obwohl diese Schadstoffe
eine ausgepragte Toxizitat, v.a. auch Pflanzentoxizitat, aufweisen. Die vorliegende Studie
sollite daher Anhaltspunkte liefern, ob und in welcher Héhe und Zusammensetzung diese
potentiell waldschiadigenden Schadstoffe derzeit in Fichten entlegener Standorte feststellbar
sind. An 25 verteilt uber Osterreich gelegenen Waldstandorten in emittentenferner Lage
(Abb. I) wurden dazu Fichtennadelproben im Oktober 1995 geworben und auf ihre Gehalte
an Nitrophenolen, leichtiiiichtigen halogenierten Kohlenwasserstoffen sowie Trichloressig-
saure untersucht. Gleichzeitig sollten die Ergebnisse dieser Immissionsuntersuchungen
durch die Analyse von physiologischen Wirkungsparametern in den Nadeln unterstutzt wer-
den, die nachweislich auf die Belastung mit organischen Schadstoffen reagieren. Aus die-
sem Grund wurde eine Analyse der Aktivitit der Glutathion-S-Transferasen und Gluco-
syltransferasen und des Glutathiongehaltes in den Fichtennadelproben in die Untersuchung
miteinbezogen.
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Abb. I: Lage der Untersuchungsstandorte

Nitrophenole in Fichtennadein

Nitrophenole sind eine Gruppe von organischen Schadstoffen, fiir deren derzeitigen Nach-
weis in der Umwelt v.a. luftchemische Umwandiungsprozesse aus Vorlaufersubstanzen, wie
monoaromatischen Verbindungen (z.B. Benzol, Toluol), oxidierten Stickstoffverbindungen
und Hydroxyl-Radikalen, in Betracht gezogen werden. Nitrophenole weisen eine ausge-
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il Zusammenfassung

pragte Toxizitdt gegeniuber Pflanzen aber auch gegeniber anderen Organismen auf. Ein
mdoglicher Beitrag dieser Verbindungen an den neuartigen Waldschaden wurde in der Fach-
literatur diskutiert.

In der vorliegenden Studie wurden Nitrophenolgehalte bis 160,0 pg/kg FS (Median
60,9 ug’/kg FS) in den Y-jahrigen Fichtennadeln und bis 244,1 uyg’kg FS (Median
94,9 ug/kg FS) in den 1%2-jahrigen Fichtennadeln als Summe der 16 analysierten Substan-
zen nachgewiesen (FS = Frischsubstanz). Dies sind unerwartet hohe Konzentrationen, die in
einer GroBenordnung liegen, fir die bereits physiologische Wirkungen in Pflanzen in der
Fachliteratur berichtet werden. Die Konzentrationen wurden v.a. durch 4-Nitrophenol und 2-
Nitrophenol dominiert. Im 2. Nadeljahrgang wurden fast durchwegs signifikant hhere Kon-
zentrationen als im 1. Nadeljahrgang nachgewiesen, was auf eine Anreicherung mit dem
Nadelalter hindeutet. Besonders im 2. Nadeljahrgang zeigten sich ausgepragte, positive Kor-
relationen zwischen den Nadelgehalten einzelner Nitrophenole.

Lageunterschiede in der Belastung konnten identifiziert werden, wobei Standorte nérdlich
der Zentralalpen tendenziell hdhere Gehalte aufwiesen als der Stiden des Bundesgebietes.
Die Untersuchung eines Hohenprofils ergab vergleichsweise hdhere Konzentrationen in
mittlerer Lage, was mit einem potentiellen Einfluss von Inversionen in Verbindung gebracht
werden kann.

Leichtfliichtige halogenierte Kohlenwasserstoffe (LHKW) und Trichloressigsaure
(TCA) in Fichtennadeln

Leichtfllichtige halogenierte Kohlenwasserstoffe wurden wahrend der letzten Jahrzehnte fir
verschiedene technische Zwecke hergestellt und eingesetzt. Die Anwendung sowie die teil-
weise lange Lebensdauer fihrten in den letzten Jahrzehnten zu einem Anstieg der in der
Atmosphére nachweisbaren Konzentrationen. Mittlerweile wurde der Verbrauch einzelner
dieser Schadstoffe u.a. durch gesetzliche Regelungen national wie international drastisch
eingeschrankt bzw. verboten. Einzeine LHKWSs stehen in Verdacht krebserregend zu sein,
weiters sind pflanzentoxische Wirkungen in der Fachliteratur beschrieben. Erheblich giftiger
fur Pflanzen sind jedoch einzelne iuftchemische Umwandiungsprodukte der LHKWs, wor-
unter die Trichloressigsdure (TCA) zu zahlen ist. Diese Schadstoffe wurden in der Fachlite-
ratur mehrfach mit den neuartigen Waldschéaden in Verbindung gebracht.

Die Fichtennadeln der vorliegenden Studie wurden auf die LHKWs Chloroform, 1,1,1-
Trichlorethan, Tetrachiorkohlenstoff, Trichlorethylen, Perchlorethylen, Bromoform und
Dibromchlormethan sowie auf Trichloressigséure untersucht. Nahezu alle halogenierten
Kohlenwasserstoffe konnten in den Fichtennadeln nachgewiesen werden, wobei Chloroform
und TCA vergleichsweise hdhere Konzentrationen aufwiesen. Als Summe der LHKWs wur-
den bis zu 23,9 pug/kg FS (Median 13,7 ug/kg FS) in den Y:-jahrigen Nadeln und bis zu
45,1 ug/kg FS (Median 29,7 pg/kg FS) in den 2%2-jahrigen Nadeln nachgewiesen. Diese Na-
delgehalte der vorliegenden Studie liegen somit in einer vergleichbaren GréBenordnung mit
Werten aus der Literatur fir landliche Gebiete und auch Ballungsraume. Gleiches gilt flr
TCA, die in den %2-jahrigen Nadeln Gehalte bis zu 23,3 pg/kg FS (Median 7,9 pg/kg FS) und
in den 2%-jahrigen Nadeln Gehalte bis zu 87,1 ug/kg FS (Median 19,6 pg/kg FS) aufwies.

Auch bei diesen Schadstoffen wurden in den 2¥z-jahrigen Nadeln fast durchwegs signifikant
héhere Konzentrationen als in den Y2-jahrigen Nadeln nachgewiesen. Besonders bei den
2V»-jahrigen Nadein korrelierten einige LHKWs signifikant positiv. TCA verhielt sich grundle-
gend anders, korrelierte nicht oder negativ mit den einzeinen LHKWs. Die Standorte weisen
daher unterschiedliche relative CKW-Muster, die sich aus den Prozentanteilen der Einzel-
substanzen an der Summe aller analysierten halogenierten Kohlenwasserstoffe je Standort
zusammensetzen, auf. Jene Gruppe von Standorten mit den hdchsten Prozentanteilen an
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TCA im relativen CKW-Muster wies auch eins vergleichsweise héhere TCA-Konzentration
bzw. Summenkonzentration LHKW+TCA in den Nadeln auf.

Glutathion-S-Transferase-Aktivitit (GST) in Fichtennadeln

Glutathion-S-Transferasen sind Entgiftungsenzyme fiir organische Schadstoffe, auch fir
solche, die aus der Luft in pflanzliche Gewebe aufgenommen werden kdonnen. Daneben
kénnen GST auch durch zahlreiche andere Stressoren, wie Trockenheit, Ozon, Pathogene
und unspezifisch oxidativ wirkende Schadstoffe induziert werden.

Generell waren in der gegensténdlichen Studie GST-Aktivititen in allen Proben nachweis-
bar, wobei die ¥-jahrigen Nadeln signifikant hohere spezifische Aktivititen aufwiesen als die
1%- und 2%-Jahre alten Nadeln. Offenbar besteht ein altersbedingter Unterschied in der
spezifischen GST-Aktivitat. Von Bedeutung ist dieses Ergebnis v.a. auch deshalb, weil in der
vorliegenden Studie Zunahmen der CKW-Gehalte mit dem Nadelalter festgestellt wurden,
die méglicherweise mit diesem Unterschied in der GST-Aktivitat zwischen den Nadeljahr-
gangen in Zusammenhang stehen.

Teilweise erbrachte die vorliegende Studie auch Hinweise, die auf einen Zusammenhang
zwischen CKW- bzw. Nitrophenol-Gehalt der Nadeln und der GST-Aktivitit hindeuten: Bei
einzelnen Nitrophenolen konnten Anstiege der GST-Aktivitat mit Zunahme der Konzentratio-
nen einzelner Nitrophenole in den Nadeln abgesichert werden. Bemerkenswert ist auch,
dass jene Gruppe von Standorten mit héheren TCA-Anteilen bzw. -konzentrationen in den
2%-jahrigen Nadeln signifikant hohere GST-Aktivitdten aufwies. Die Ergebnisse dieser Stu-
die zeigen jedoch auch, dass eine Reihe weiterer nicht erhobener Parameter einen Einfluss
auf die festgesteliten GST-Aktivitdten haben durfte.

Glutathiongehalt in Fichtennadeln

Ergebnisse in der Fachliteratur zeigen, dass der Glutathiongehalt in der Pflanzenzelle sehr
stark von physiologischen und &uBeren Faktoren wie Schwefelgehalt, Temperatur, Ver-
schmutzung, Schwermetalle und Xenobiotika beeinflusst wird. Dabei haben besonders
Schwermetalle sowie xenobiotische organische Schadstoffe einen groBen Einfluss auf den
Glutathiongehalt der Zelle.

Auffallig an den Ergebnissen der vorliegenden Studie ist der signifikante Anstieg der Glu-
tathion-Werte mit dem Schwefelgehalt und dem Alter der untersuchten Baume. Ein sehr ho-
her Anteil der Variabilitat der Glutathiongehalte in den Nadeln konnte mit dem Bestandesal-
ter, den Zink- und Mangangehalten und der 2-Nitrophenolkonzentration der Nadein erklart
werden, wobei die Glutathiongehalte mit Zunahme des Alters der Bdume und Zunahme der 2-
Nitrophenolgehalte sowie abnehmenden Zink- und Mangangehalten in den Nadeln ansteigen.

Glucosyltransferase-Aktivitit (GT) in Fichtennadeln

Die Glucosyltransferasen (GT) reprasentieren eine groBe Gruppe von Enzymen des pflanzli-
chen Sekundarstoffwechsels, deren natiirliche Funktion in der Konjugation von Phenolen,
Polyphenolen und anderen Naturstoffen liegt. Weiterhin werden GT den Entgiftungs-
enzymen der Phase Il (Konjugation des Fremdstoffmolekiils mit hydrophilen, organismusei-
genen Verbindungen) zugeordnet.

Glucosyltransferase-Aktivitdt war in allen untersuchten Nadelproben der vorliegenden Studie
messbar. Ahnlich wie bei den Glutathiongehalten durften Standortsparameter, die Erndhrung
der Biaume sowie die Belastung mit organischen Schadstoffen einen Beitrag zu den festge-
stellten Standortsunterschieden der GT-Aktivitat liefern. So zeigten sich statistisch absicher-
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bare Zunahmen der GT-Aktivitat in den %2-jahrigen Nadeln mit Abnahme der Standortstem-
peratur, Zunahme des Alters der Baume, Zunahmen der Nadelgehalte einzelner Néhrstoffe
(Calcium, Magnesium, Zink) und Zunahmen der Nadelkonzentrationen von chlorierten Koh-
lenwasserstoffen (Tetrachlorkohlenstoff, Trichlorethylen). Im Unterschied dazu dirften in
den alteren Nadeljahrgidngen eher die festgesteliten standértlichen Konzentrationsunter-
schiede bei einzeinen Nitrophenolen und chlorierten Kohienwasserstoffen durch standortli-
che Unterschiede der GT-Aktivitaten beeinflusst sein: Signifikante Abnahmen der Konzent-
rationen einzelner halogenierter Kohlenwasserstoffe und Nitrophenole in den &lteren Nadein
mit Zunahme der GT-Aktivitdt wurden festgestelit.

in diesem Zusammenhang wurden auch Ansatze méglicher Erklarungen fiir die festgesteil-
ten fehlenden Korrelationen zwischen den Schadstoffkonzentrationen aiterer und jlngerer
Nadeljahrgdnge bzw. fehlende Zunahmen der Gehalte einzelner Schadstoffe mit dem Na-
delalter identifiziert und diskutiert. Hervorzuheben ist hier besonders die signifikante Abnah-
me der Konzentration von 2-Nitrophenol in den &lteren Nadeln mit Zunahme der GT-
Aktivitat. 2-Nitrophenol war das einzige Nitrophenol, das keine Zunahmen, sondern Abnah-
men mit dem Nadelalter zeigte.

Resiimee

Nitrophenole und halogenierte Kohlenwasserstoffe waren in den Fichtennadeln entlegener
Waldstandorte in teilweise unerwartet hohen Konzentrationen nachweisbar. Von einer ubi-
quitdren Belastung der dsterreichischen Walder mit diesen pflanzentoxischen Schadstoffen
ist daher auszugehen. Aufgrund der Hohe der Nadelkonzentrationen kann derzeit nicht aus-
geschlossen werden, dass die festgestellten Belastungen physiologische Effekte in den un-
tersuchten Fichten hervorrufen. In diese Richtung kénnten auch die festgesteliten Zusam-
menhéange zwischen Schadstoffkonzentration und den Aktivititen von Enzymen, die durch
die Belastung mit organischen Schadstoffen induziert werden kénnen, weisen, wobei hier
weiterer Untersuchungsbedarf fir eine Absicherung dieser Ergebnisse nétig ist. Die Ergeb-
nisse zeigen, dass dem gesamten Problemkreis der ubiquitdren Verfrachtung von und Be-
lastung mit pflanzentoxischen organischen Schadstoffen auch kiinftig erhdhte Aufmerksam-
keit zu widmen ist. '
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SUMMARY

Until now little information has been available on the ubiquitous pollution of plants in Austria
by nitrophenols, volatile halogenated hydrocarbons and trichloroacetic acid. Hardly any
analyses have been carried out at the international level either to determine nitrophenol
contents in plants although these pollutants are highly toxic, especially to plants. The present
study is therefore designed to give clues as to whether spruce trees in remote areas contain
these pollutants which are potentially harmful to forests and if so, about poliutant levels and
pollutant patterns. For this purpose, spruce needle samples were taken from 25 remote for-
est sites all over Austria and analysed to determine their contents of nitrophenols, volatile
halogenated hydrocarbons and trichloroacetic acid. The results of these concentration
analyses should be supported by an analysis of the physiological impact parameters in the
needles of which it has been proved that they react to organic pollutants. Therefore the
analysis of the activity of glutathione-S-transferases and glucosyl transferases and of the
glutathione content in the spruce needle samples has been included in the study.

Nitrophenols in spruce needles

Nitrophenols are atmospherically formed from precursor substances such as monoaromatic
compounds (e.g. benzene, toluene), oxidised nitrogen compounds and hydroxyl radicals.
This is one of the reasons for their detection in the environment. Nitrophenols are especially
toxic to plants, but also to other organisms. Their potential influence on the novel forest de-
cline has been discussed in the literature.

In the present study the detected total nitrophenol concentrations (of the 16 analysed sub-
stances) in %-year-old spruce needles were up to 160.0 ug/kg fresh weight (median
60.9 pg/kg f.w.) and up to 244.1 pg/kg f.w. (median 94.9 pg/kg f.w.) in 1¥2-year-old spruce
needles. These concentrations are unexpectedly high and of an order which according to the
literature could have a physiological impact on plants. 4-nitrophenol and 2-nitrophenol were
dominant in the concentrations. Concentrations were almost always significantly higher in
the second needle age class than in the first, which suggests an enrichment of these com-
pounds with growing needle age. In the second needle age class especially there were sig-
nificant positive correlations between the needle concentrations of individual nitrophenols.

It was possible to identify local differences in pollution levels, which tended to be higher in
locations north of the Central Alps than in the southern areas of Austria. The study of an al-
titude profile showed comparatively higher concentrations at medium altitudes, which may be
associated with the potential influence of inversions.

Volatile halogenated hydrocarbons and trichloroacetic acid in spruce needles

In the past few decades, volatile halogenated hydrocarbons were produced and used for
various technical purposes. Their use and their partly long life-times led to an increase of the
concentrations in the atmosphere. In the meantime the use of some of these pollutants has
been dramatically restricted or banned by law at national and international level. Some vola-
tile halogenated hydrocarbons are suspected to be carcinogenic and several toxic effects on
plants have been described in the literature. However, atmospherically formed compounds of
volatile halogenated hydrocarbons such as trichloroacetic acid are much more toxic to

plants. In the literature these pollutants have repeatedly been associated with the novel for-
est decline.
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In the present study, the spruce needles were analysed for the following volatile halogenated
hydrocarbons: chloroform, 1,1,1-trichloroethane, tetrachloromethane, trichloroethylene, per-
chloroethylene, bromoform and dibromochioromethane. In addition, trichloroacetic acid was
analysed in the needles. Nearly all halogenated hydrocarbons were detected in the spruce
needles. Chloroform and trichloroacetic acid concentrations were comparatively higher. The
sum of volatile halogenated hydrocarbons in the Y2-year-old needles was up to 23.9 pg/kg f.w.
(median 13.7 pug/kg f.w.) and up to 45.1 ug/kg f.w. (median 29.7 ug/kg f.w.) in the 2%;-year-
old needles. These concentrations compare to those mentioned in the literature on rural ar-
eas and conurbations. The same is true of trichloroacetic acid, with concentrations of up to
23.3 ug/kg f.w. (median 7.9 pg/kg f.w.) in the Y.-year-old needles and up to 87.1 ug/kg f.w.
(median 19.6 ug/kg f.w.) in the 2Y2-year-old needles.

The concentrations of these pollutants tended to be significantly higher in the 2%-year-old
needles than in the ¥2-year-old needles. Significant positive correlations between some vola-
tile halogenated hydrocarbons were identified for the 2l%-year-old needles. With trichloro-
acetic acid it was different, there was either no or a negative correlation with the individual
volatile halogenated hydrocarbons. The sites therefore had varying relative patterns of chio-
rinated hydrocarbons (individual substance percentages of the sum of all analysed chlorin-
ated hydrocarbons). The group of sites with the highest trichloroacetic acid percentages in
the relative pattern of chlorinated hydrocarbons also had higher trichloroacetic acid concen-
trations and sum concentrations of all analysed halogenated compounds in the needles.

Glutathione-S-transferase activity in spruce needles

Glutathione-S-transferases are detoxification enzymes for organic pollutants including those
which are taken up from the atmosphere. Furthermore GSTs can be induced through various
other stressors such as drought, ozone, pathogens and pollutants with an unspecific oxidis-
ing activity.

In the present study, GST activities were detectable in all samples. In the Y2-year-old needles
the specific activities were significantly higher than in the 1%2- and 2%-year-old needles,
which means that GST activity seems to vary with age. This finding could be an explanation
for the detected increase of chiorinated hydrocarbon concentrations with needle age, which
may be related to the varying GST activity at different ages.

Some results of the present study indicated that chlorinated hydrocarbon and nitrophenol
concentrations in the needles may be related to GST activity: it was found that GST activity
increased with the concentrations of some nitrophenoils. It is also worth mentioning that sig-
nificantly higher GST activities were found in the group of sites with higher trichloroacetic
acid concentrations in the 2%-year-old needles. However, the results of the present study
show that other parameters which have not been analysed are likely to have a pronounced
influence on the detected GST activities.

Glutathione contents in spruce needles

Results in the literature show that the glutathione content in a plant cell is highly dependent
on physiological and exterior factors such as sulphur content, temperature, pollution, con-
centrations of heavy metals and xenobiotics. Heavy metals and xenobiotic organic pollutants
especially have a major impact on the glutathione content of a cell.

The results of the present study show a significant increase of glutathione contents with the
sulphur content and the age of the investigated trees. Much of the variability of the glutathi-
one contents in the needles could be statistically related with the age of the stands, the zinc,
manganese and 2-nitrophenol concentrations in the needles. Glutathione contents increased
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with the age of the trees, with increasing 2-nitrophenol concentrations and with decreasing
zinc and manganese concentrations in the needles.

Glucosy! transferase (GT) activity in spruce needles

Glucosyl transferases (GTs) are a large group of enzymes in the secondary plant metabo-
lism. Their natural function is the conjugation of phenols, polyphenols and other natural sub-
stances. Furthermore GTs are assigned to the phase |I detoxification enzymes.

Glucosyl transferase activity was detectable in all analysed needle samples. As with the
glutathione levels, site parameters, nutrient supply of the trees and organic pollutant levels
seem to have an influence on the observed local differences in GT activity. There were sta-
tistically significant increases of GT activity in the %-year-old needles with decreasing site
temperatures, increasing nutrient levels (calcium, magnesium, zinc) in the needles and in-
creasing concentrations of chlorinated hydrocarbons (tetrachloromethane, trichloroethylene)
in the needles. However, in older needle age classes the observed local differences between
individual nitrophenol and chlorinated hydrocarbon concentrations might be influenced by lo-
cal differences in GT activities: in the older needlie age classes significant decreases of the
concentrations of some halogenated hydrocarbons and nitrophenols were observed with in-
creasing GT activity.

in this context possible approaches to explain the observed missing correlations between the
pollutant concentrations of older and younger needle age classes were discussed as well as
non-existent increases of single analysed pollutants with growing needle age. The significant
decrease in the 2-nitrophenol concentrations of the older needies with increasing GT activity
is particularly noteworthy. 2-nitrophenol was the only phenol which showed lower concentra-
tions in the older needles than in the younger needies.

Résumé

Nitrophenols and halogenated hydrocarbons were detectable in the spruce needles of re-
mote forest sites in partly unexpected high concentrations. Hence, ubiquitous pollution by
such phytotoxic substances exists in the Austrian forests. The concentrations found in the
needles are of an order which does not exclude a potential physiological impact of the pol-
lutants on the investigated spruce trees. The same may be concluded from the observed
statistical relations between pollutant concentrations and enzyme activities. However, further
investigations are required to confirm these findings. The results of the present study show
that also in future, great importance will have to be attached to the problem area of the long-
range transport of and pollution by phytotoxic organic compounds.
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mittleres Entnadelungsprozent der Probebdume

. Epibiontenbelegung der Spaltéffnungen

Forstliche Bundesversuchsanstalt
Eisen
Frischsubstanz
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Abkirzungsverzeichnis

GSH

GSSH

GST
GSTCDNB
GSTDCNB
GSTSACDNB
GSTSADCNB
GT

GT2NP
GT4NP

GTP

GTTCP

HCB

HCH

K

Kap

LHKW

Mg

Mn

N oder n
N

n.a.
n.b.
n.n.

N1
N100
N2

N3

NG

Nig
NS10
NS1-12
NS5-10

“reduziertes Glutathion

oxidiertes Glutathion

Glutathion-S-Transferase

GST-Aktivitat zur Konjugation von CDNB
GST-Aktivitat zur Konjugation von DCNB

spezifische GST-Aktivit4t zur Konjugation von CDNB
spezifische GST-Aktivitat zur Konjugation von DCNB
Glucosyltransferase

GT-Aktivitat zur Konjugation von 2-NP

GT-Aktivitat zur Konjugation von 4-NP

Summe der GT-Aktivitat zur Konjugation von TCP, 2-NP und 4-NP
GT-Aktivitat zur Konjugation von TCP
Hexachlorbenzol

Hexachlorcyclohexane (Summe der finf o-¢ Isomere)
Kalium

Kapitel

Summe der analysierten leichtflichtigen halogenierten Kohlenwas-
serstoffe (TCM, TCE, PER, TETRA, TRI, TBM, DBCM)’

Magnesium

Mangan

Stichprobenanzahl

Stickstoff

nicht analysiert

nicht bestimmbar, < Bestimmungsgrenze, > Nachweisgrenze
nicht nachweisbar, < Nachweisgrenze

1. Nadeljahrgang ('/, jahrige Nadeln)
100-Nadelgewicht

2. Nadeljahrgang (1'/, jahrige Nadeln)

3. Nadeljahrgang (2'/, jahrige Nadein)
Nachweisgrenze

Nadeljahrgang

Niederschiagssumme im Oktober 1995
Jahresniederschlagssumme 1995
Niederschlagssumme im Mai - Oktober 1995.
Auflagehumus '
Irtumswahrscheinlichkeit

Phosphor
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Abkurzungsverzeichnis

xi

PAH

Pb
PCB

PCDD/F

PER

pH (CaCl)

pH (H0)

Prot

r

R-Qu. oder R
)

SA

SCL

STD
StdAbw
SUM NP
T10
T1-12
T5-10
Tab
TBM
TCA
TCE
TCM
TCP
TETRA
TRI

TS
UBA
WFR
wQ

Zn

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (Summe von. 18
PAH, davon 15 ,priority pollutant-PAH der US-Environmental Pro-
tection Agency)

Blei

Polychlorierte Biphenyle (Summe von PCB 28, PCB 52, PCB 101,
PCB 138, PCB 153 und PCB 180)

Polychlorierte Dibenzodioxine und -furane (Summe)
Perchlorethylen, Tetrachlorethylen

pH-Wert in Calciumchloridiésung

pH-Wert in Wasser

Protein

Korrelationskoeffizient nach Pearson
Bestimmtheitsmaf der Regression

Schwefel

spezifische Aktivitat

in organischen Lésungsmitteln 16sliche kutikuldre Lipide (soluble cu-
ticular lipids)

Standardabweichung
Standardabweichung

Summe der analysierten Nitrophenole
mittlere Temperatur im Oktober 1995
mittlere Jahrestemperatur 1995

mittlere Temperatur Mai - Oktober 1995
Tabelle

Tribrommethan, Bromoform
Trichloressigsaure

1,1,1-Trichlorethan

Trichlormethan, Chloroform
2,4,5-Trichlorphenol

Tetrachlormethan, Tetrachlorkohlenstoff
Trichlorethylen

Trockensubstanz

Umweltbundesamt

Wiederfindungsrate

Qualitat kutikularer Wachse

Zink
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Einleitung 1

TEIL 1: LEICHTFLUCHTIGE HALOGENIERTE KOHLEN-
WASSERSTOFFE, TRICHLORESSIGSAURE UND NITRO-
PHENOLE IN FICHTENNADELN

1 EINLEITUNG

Leichtflichtige halogenierte Kohlenwasserstoffe (LHKW) wurden wahrend der letzten Jahr-
zehnte verstérkt fur verschiedene technische Zwecke eingesetzt und hergestelit. Dazu zah-
len v.a. die Verwendung als Lésemittel und Entfetter, als Extraktions-, Treib- und Kihimittel.
Damit verbunden sind Emissionen an die Umwelt. 1990 wurden allein in Europa mehr als
700.000 t als Summe von 1,1,1-Trichlorethan (TCE), Tetrachiormethan (TETRA) und Trich-
lorethylen (TRI) emittiert [1]. Giobal gesehen ist die Produktion und Anwendung von LHKW
in den letzten Jahren riicklaufig [2],[3]. Aufgrund von deren Anwendung sowie der teilweise
langen atmospharischen Lebensdauer stiegen die LHKW-Konzentrationen in der Luft in den
vergangenen Jahrzehnten stark an [2],[4].

Von den chlorierten LHKW weisen TCE und TETRA eine besonders lange atmosphérische
Lebensdauer auf, weshalb ihnen ein Beitrag am Abbau der stratosphéarischen Ozonschicht
zugeschrieben wird. Diese beiden Verbindungen fanden daher im Montreal-Protokoll Be-
ricksichtigung. thr Einsatz wurde deshalb mittlerweile in zahireichen Landern (u.a. Oster-
reich) drastisch eingeschrénkt bzw. verboten.

Uber die Wirkungen von LHKW auf tierische Organismen ist mehr bekannt als Uber deren
Wirkungen auf Pflanzen. Aufgrund der vorliegenden Befunde besteht bei Chloroform (TCM),
TETRA, TRI und Perchlorethylen (PER) begrindeter Verdacht auf Kanzerogenitat. Mittels
zahireicher Experimente konnten physiologische und toxische Wirkungen durch den Einfluss
von LHKW in Pflanzen nachgewiesen werden [5]-[9]. Bei weitem pflanzentoxischer als die
LHKW sind deren Abbauprodukte, u.a. Chloressigsauren, einzustufen [10]-[13]. Verande-
rungen von Enzymaktivitaten in Baumen, die auf Entgiftungsstress hindeuten, konnten bei
Belastung mit Chloressigsauren identifiziert werden [14],{15]. Die pflanzentoxische Wirkung
von Trichloressigséure (TCA) fiihrte beispielsweise in friiheren Jahrzehnten zur Verwendung
als Herbizid. Der derzeitige Nachweis von TCA in der Umwelt wird jedoch mit der atmospha-
rischen Umwandlung von LHKW in Verbindung gebracht [7],{11],[16]-[20]. Ein Beitrag dieser
Verbindungen an neuartigen Waldschaden wurde diskutiert [8],[11],[18],[21]-[24].

Eine weitere Gruppe von sekundar gebildeten luftchemischen Verbindungen, die pflanzento-
xisch sind, sind die Nitrophenole und methylierten Nitrophenole. Es wurde gezeigt, dass als
Vorldufersubstanzen der photochemischen Bildung aromatische monozyklische Kohlenwas-
serstoffe (Benzol, Toluol etc.), oxidierte Stickstoffverbindungen und OH-Radikale fungieren
[25]. Neben der luftchemischen Bildung von Nitrophenolen, die die wesentliche Ursache der
in der Atmosphére feststellbaren Gehalte darstellt, werden Nitrophenole auch direkt durch
den Kfz-Verkehr emittiert. Einzelne Vertreter dieser Substanzgruppe wurden bis in die 80er
Jahre als Herbizide eingesetzt. Aufgrund von deren Nachweis in Atmosphéare, Regen und
Nebelwasser [26]-[32], in Fichtennadeln [33] sowie den toxischen Eigenschaften in Pflanzen
[8],[34],[35] wurde ein mdglicher Beitrag dieser Verbindungen an neuartigen Waldschaden
diskutiert [36].

Fichtennadeln werden haufig zur Bioindikation von organischen Luftschadstoffen herange-
zogen. Von Bedeutung ist dabei, dass aufgrund der physiko-chemischen Eigenschaften der
untersuchten Substanzen Unterschiede in der Indikation der festgestellten Nadelkonzentrati-
onen bestehen. Bei flichtigen Substanzen wie beispielsweise LHKW stellt sich innerhalb
kurzer Zeit ein Gleichgewicht zwischen Umgebungsluft- und Nadelkonzentration ein [5],[37].
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2 _ Teil 1: Halogenierte Kohlenwasserstoffe und Nitrophenole in Fichtennadeln

Die Nadelkonzentration solite somit bei diesen Substanzen die kurzfristige Umgebungsluft-
konzentration im Zeitraum der Probenahme reprasentieren. Bei schwerfliichtigen organi-
schen Verbindungen dauert die Gleichgewichtseinstellung Nadel/Umgebungsiuft eine Ve-
getationsperiode bis mehrere Jahre [38]. Die Nadelkonzentration bei diesen Verbindungen
ist somit durch die langfristige Umgebungsiuftkonzentration dieser Verbindungen beeinflusst.
Aufgrund der physiko-chemischen Eigenschaften [39] ware zu erwarten, dass Nitrophenole
ein Akkumulations- und Desorptionsverhaiten zwischen LHKW und schwerer fliichtigen Ver-
bindungen wie beispielsweise Hexachlorbenzol, DDT und polychlorierten Biphenylen zeigen.
Es wurde gezeigt, dass je kleiner das Molekiilvolumen und je héher der Dampfdruck einer
Verbindung ist, desto héher die Konzentration in der Restnadel verglichen mit der Konzent-
ration in den kutikuldren Lipiden ist [40]. Anhand dieser Befunde wére zu erwarten, dass
LHKW, TCA und Nitrophenole weniger in der kutikularen Wachsen als in der Restnadel ge-
bunden vorliegen.

In der vorliegenden Untersuchung wurden LHKW, TCA und Nitrophenole in Fichtennadeln
von 25 osterreichischen Wald-Hintergrundstandorten analysiert. Die Studie sollte insbeson-
dere dariber Auskunft geben, in welchen Konzentrationsbereichen und in welcher Zusam-
mensetzung diese Verbindungen derzeit in Regionen in groBer Distanz von Ballungsraumen,
StraBen und Betrieben feststellbar sind.
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2 METHODEN

2.1 Standortswahl, Probenahme, Probentransport und -lagerung

25 verteilt iiber Osterreich gelegene emittentenferne Waldstandorte, die zu 100 % mit Fichte
bestockt sind, wurden ausgewahit (Tab. 1.1, Abb. 1.1). Miteinbezogen wurden auch drei
Standorte eines Hohenprofils in exponierter alpiner Lage, um héhenméBige Unterschiede
der Belastung zu identifizieren. Eine detaillierte Beschreibung der Standortsauswahl sowie

" der Standorte selbst ist in [41] enthalten.

Tab. 1.1: Standortsparameter der Untersuchungsstandorte

Standort Seehohe | Exposition Hang- Bestan- Lagekriterien1
(m) neigung desalter o
(%) (Jahre)

1 1.240 NwW 10 25 nord ost MW
2 990 NwW 20 78 nord ost MW
3 630 w 8 104 nord ost MW
4 450 NO 52 54 " nord _ost MW
5 860 - 0 95 nord ost MW
6 690 - 0 44 nord west NA
7 900 - o] 95 nord ost NA
8 700 N 30 70 nord ost NA
9 780 - 65 47 nord ost NA
10 1.160 SwW 15 55 nord west NA
112 840 N * . nord west NA
122 1.125 N * * nord west NA
13 1.650 N : * " nord west NA
14 1.120 N 44 83 nord west NA
15 840 w 8 86 nord ost NA
16 1.500 N 60 140 nord ost NA
17 1.740 - 80 105 sid west ZA
18 1.490 SW 25 160 nord west

19 1.540 w 66 82 sud west

20 1.150 N 92 112 sad ost

21 450 NO 17 29 sud ost SA
22 1.670 sSw 70 120 sad west SA
23 1.110 S 41 97 std west SA
24 1.490 - 18 .43 std ost SA
25 670 NW 14 100 sid ost SA

reich*); ZA = Zentralalpen; SA = Sidliche Kalkalpen, Alpenostrand (,Stdost-Alpen®)
2 Hehenprofil Achenkirch

'MW Muohl-, Waldviertel; NA = Nérdliches Alpenvorland, Nérdliche Kalkalpen und Flyschzone (,N6rdl. Alpenbe-
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Methoden 5

Vor der Probenahme wurden luftdicht verschlieBbare GlasgefaBe sorgféltig vorgereinigt, bei
105 °C ausgegliht, anschlieBend verschlossen und bis zum Einfiillen der Proben vor Ort
nicht mehr gedffnet.

An den ausgewéhiten 25 Standorten wurden im Oktober 1995 Fichtennadelproben (Nadel-
janhrgange 1 ('/»-jahrig), 2 (1'/>-jahrig) und 3 (2'/,-jahrig)) im Bereich des 7. Astquirls (Licht-
krone) von zwei vorherrschenden oder herrschenden Fichten je Standort aus allen vier
Himmelsrichtungen geworben und nach Nadeljahrgangen getrennt zu Mischproben verei-
nigt. Die Probenahmebaume lagen durchwegs im Waldbestand (zur Vermeidung von even-
tuellen Bestandesrandeffekten).

Die vorbereiteten GlasgefaBe wurden randvoll mit den Fichtennadelproben angefillt und am
Standort verschlossen. Die Proben wurden in Gefrierboxen und lichtgeschitzt transportiert.
Bis zur weiteren Aufarbeitung und den Analysen blieben die ProbengefaBe luftdicht ver-
schlossen und wurden bei -80 °C dunkel gelagert. Die Fichtenzweige wurden in fllissigem
Stickstoff entnadelt und die Nadeln unmittelbar darauf in luftdicht verschlieBbare, sorgfaltig
vorgereinigte GefaBe abgefillt. Die frischen Nadelproben wurden den chemischen Analysen
zugefiihrt. Fir eine zusétzliche Umrechnung der Gehalte auf 105 °C Trockensubstanz wurde
der Trocknungsverlust eines Anteils der Proben von frisch auf 105 °C trocken bestimmt.

Die Nadelproben fir die Analysen der Enzymaktivitaten (siehe Teil 2) wurden bereits vor Ort
in flissigem Stickstoff entnadelt, in Polyethylenflaschchen abgetlit und in flussigem Stick-
stoff wiahrend des Transports bzw. im Labor bei -80 °C bis zu den weiteren Analysen gela-
gert.

Die 1. und 2. Nadeljahrginge wurden auf Nitrophenole, die 1. und 3. Nadeljahrgénge auf
LHKW und TCA analysiert.

2.2 Chemische Analysen

2.2.1 Nitrophenole

Analyte:
2-Nitrophenol, 3-Nitrophenol, 4-Nitrophenol, 2-Methyl-3-nitrophenol, 3-Methyl-2-nitrophenol,
3-Methyi-4-nitrophenol, 4-Methyl-2-nitrophenol, 5-Methyl-2-nitrophenol, 2,4-Dinitrophenol,

2,5-Dinitrophenol, 2,6-Dinitrophenol, 3,4-Dinitrophenol, 4-Methyl-2,6-dinitrophenol, 6-Methyl-
2,4-dinitrophenol, 2,6-Dimethyl-4-nitrophenol, Dinoseb (2sec. Butyl-4,6-dinitrophenol)

Probenvorbereitung:

Entasten der Nadeln in flissigem Stickstoff

Extraktion der naturfeuchten, ganzen Nadein mit Dichlormethan/ 1 % Schwefelsdure im
Ultraschall

Trocknung der Dichlormethanphase Uber Natriumsulfat

Extraktreinigung Uber mit Schwefelsdure versetztem Kieselgel; Elutionsmittel Di-
chlormethan

Eluat einengen, Losemittelwechsel auf Methanol
Derivatisierung der Nitrophenole zu Nitroanisolen mit Diazomethan

Reinigung des Extraktes Uber Florisil; Elutionsmittel: n-Hexan/ Toluol (8+2 v/v) und n-
Hexan/Toluol (2+8 v/v)

Einengen des Eluates und Zugabe von Octachlorstyrol als Injektionsstandard
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6 Teil 1: Halogenierte Kohienwasserstoffe und Nitrophenole in Fichtennadeln

qualitative und quantitative Bestimmung mit GC-ECD, GC-ITD

Messbedingungen GC-ECD

Trennsaulen: DB 5: 60m; 0.32 mm 1.D.; 0,25 um Filmdicke
SPB608: 30m; 0.25 mm 1.D.; 0,25 ym Filmdicke

Tragergas: DB 5: Helium 1,2 bar

' SPB608: Helium 1,05 bar

Injektionsvolumen: DB 5: 1 pl splitless
SPB608: 1 pl splitless

Detektor: DB 5: ECD-Detektortemperatur: 295 °C
SPB608: ECD-Detektortemperatur: 295 °C

Temperaturprogramm: ‘
DB 5: 90 °C(1’)/4,0 °/250 °C/10,0 °/290 °C(15’)
SPB608: 90 °C(1')/4,0 °C/120 °C(5’)/4,0 °/250 °C/10,0 °/

290 °C(15’)

qualitative Absicherung mit GC-MS
DB 1301; 60 m; 0,32 mm 1.D.; 0,25 pm Filmdicke

Tragergas: Helium 1,2 bar

Injektionsvolumen: 1 pl splitless

Injektortemperatur: 285 °C

Temperaturprogramm: 90 °C(1°)/3,0 °/130 °C(5’)/4,0 °/190 °C/10,0 °/290 °C(15’)
Transferline-Temp.: 250 °C

Scan Range: 50 - 160 full scan

Scan Time: 1 sec. 7 Micro Scans

AGC on Backgroundmass 45

Zur qualitativen Absicherung verwendete lonen:

2-Nitrophenol 77 123 153
4-Nitrophenol 77 123 1563
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Kenndaten
NG /BG mittl. WFR rel.Stdabw.

2-Nitrophenol 1/2 ug/kg FS 87 % +10%
3-Nitrophenol 2/ 4 pg/kg FS 78 % +10%
4-Nitrophenol 1/2pg/kg FS 102 % +11%
2-Methyl-3-nitrophenol 2/4 ug/kg FS 92 % + 4%
3-Methyl-2-nitrophenol 1/2pg/kg FS 76 % +13 %
3-Methyl-4-nitrophenol 1/2 ug/lkg FS 79 % +12%
4-Methyl-2-nitrophenol 1/2 pgkg FS 76 % +11%
5-Methyl-2-nitrophenol 1/2ug/kg FS 84 % +13%
2,4-Dinitrophenol 0,5/1pg/kg FS 69 % + 5%
2,5-Dinitrophenol 0,5/ 1 ug/kg FS 72 % +11%
2,6-Dinitrophenol 0,5/1 pg/kg FS 89 % + 4%
3,4-Dinitrophenol 0,5/ 1 ug/kg FS 72 % + 7%
4-Methyl-2,6-dinitrophenol 0,5/ 1 ug/kg FS 124 % + 7%
6-Methyl-2,4-dinitrophenol 0,5/ 1 pug/kg FS 79 % + 9%
Dinoseb 0,5/1 pg/kg FS 81 % + 5%

(2sec. Butyl-4,6-dinitrophenol)

2.2.2 Leichtfliichtige halogenierte Kohlenwasserstoffe, Trichloressigséure

Analyte:
Trichloressigséure

Chloroform, 111-Trichlorethan, Tetrachlorkohlenstoff, Trichlorethylen, Perchlorethylen, Di-

bromchlormethan, Bromoform

Analysenprinzip Trichloressigséaure:

Uberfiihren der Trichloressigsaure durch thermische Decarboxylierung in Chloroform. LHKW
und TCA kdnnen somit mit gleicher Messtechnik bestimmt werden. Die Quantifizierung der
TCA erfolgt durch Differenzbildung der beiden Chloroformwerte (Chloroformgehalt nach der
Decarboxylierung minus Chloroformgehalt der Nadel) und Multiplikation mit dem stéchio-

metrischen Faktor von 1,369.

Probenvorbereitung

Entasten der Nadeln in flissigem Stickstoff

Headspace-Flaschchen mit 1 g Nadeln und 4 ml Reinstwasser beflllen
Konditionierung LHKW-Analyse: 3 Stunden bei 4 °C (Kiihischrank)
Konditionierung TCA-Analyse: 72 Stunden bei 65 °C (Trockenschrank)

Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria
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qualitative und quantitative Bestimmung mit Headspace GC-ECD

Gerat: GC mit HS-Autosampler und Coldtrap

Messbedingungen

Trennséaule: DB-624: 60 m, ID 0,32 mm, FD 1,8 ym
DB-1: 60m, ID 0,32 mm, FD 5 ym
Vorséaule: DB-1: 5m, 1D 0,32 mm, FD 5 pm

Thermostatisierung d. Probentellers

LHKW: 4 °C, 40 Minuten

TCA: 65 °C, 40 Minuten
Injektor: 140 °C,
Injektion: HS, 250 pl / sek
Injektionsvolumen 2.500 pl Dampfraum
Cold Trap: -90 °C bis 40 °C; 90 sek splitless
Ofenprogramm: 35(10)/4/90(4)/6/220(12)
Tragergas : Helium, 1,65 bar (2,8 mi / min)
Detektor: ECD, 270 °C
Kalibration: Matrix
Kenndaten

BG mittl. WFR rel.Stdabw.

Trichloressigsaure - 0,50 ug/kg FS 105 % 30 %
Chloroform 0,25 pg/kg FS 100 % 22 %
1,1,1-Trichlorethan 0,20 pg/kg FS 85 % 32 %
Tetrachlorkohlenstoff 0,20 pg/kg FS 96 % 24 %
Trichlorethylen 0,25 pg/kg FS 81 % 27 %
Perchlorethylen 0,35 pg/kg FS 84 % 38 %
Dibromchlormethan 0,20 pg/kg FS 87 % 25 %
Bromoform 0,35 pg/kg FS 95 % 11 %

2.3 Datendarstellungen und statistische Analysen

Ublicherweise werden in der Literatur die Konzentrationen der analysierten Verbindungen
bezogen auf Frischsubstanz angegeben. Aus Grinden der Vergleichbarkeit wurde dies in
der vorliegenden Studie beibehalten. Zuséatzlich wurden jedoch die Gehalte auch auf Tro-
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ckensubstanz nach Trocknung bei 105 °C umgerechnet. Bei Heranziehung der Konzentrati-
onen und Ergebnisse ist daher auf die BezugsgroBe zu achten. Die statistischen Analysen
wurden haufig mit den Werten beider BezugsgroBen gerechnet. Ausnahmen davon stellen
beispielsweise jene Korrelationsanalysen dar, wo die zu korrelierenden Variablen nur bezo-
gen auf Frischsubstanz oder nur bezogen auf Trockensubstanz vorliegen. Bei allen anderen
Berechnungen unter Heranziehung der Werte nach beiden BezugsgréBen werden zumeist
nur die statistischen Ergebnisse bezogen auf Frischsubstanz dargestelit.

Fur die Summenberechnungen, die grafischen Darstellungen, die Berechnungen statisti-
scher KenngroBen (z.B. Median, Mittelwert) und fir die Anwendung statistischer Testverfah-
ren wurde fir Gehalte kieiner der Nachweisgrenze (Nitrophenole) bzw. Bestimmungsgrenze
(halogenierte Kohlenwasserstoffe) der Wert O eingesetzt. Bei den Nitrophenolen wurde fir
Gehalte zwischen Nachweis- und Bestimmungsgrenze die Nachweisgrenze bezogen auf
Frisch- bzw. Trockensubstanz eingesetzt. ,Missing Values* wurden in die Berechnungen
nicht einbezogen.

In einem ersten Schritt wurde eine explorative Datenanalyse durchgefihrt und die Normal-
verteilung der Absolutwerte fiir die einzelnen Variablen tberprift (Kolmogorov-Smirnov-Test,
Shapiro-Wilks-Test). Die Korrelationsanalysen wurden nach Spearman-Rank bzw. bei nor-
malverteilten Variablen zusétzlich nach Pearson berechnet. Fir die weitere Berechnung der
Pearson-Korrelationskoeffizienten von nach Spearman-Rank korrelierenden nicht normal-
verteilten Variablen wurden diese vorerst transformiert (zumeist logarithmisch) um Normal-
verteilung zu erreichen. Die berechneten Gleichungen aus den signifikanten Ergebnissen
schrittweiser multipler Regressionen wurden nur nach sorgféltiger Prifung der erforderlichen
Voraussetzungen angegeben. Dies beinhaltet u.a. die Uberprifung der Residuen auf Nor-
malverteilung sowie die Uberprufung der Plots zwischen den Residuen und den vorherge-
sagten Werten auf Linearitat und Varianzhomogenitat.

Die Durchfiihrung von hierarchischen Clusteranalysen diente der Identifikation von Gruppen
von Standorten mit &hnlichem relativen Belastungsmuster fir die untersuchten Substanzen.
Je Schadstoffgruppe (Nitrophenole, halogenierte Kohlenwasserstoffe) wurden Clusteranaly-
sen fur die relativen Muster der zu der Schadstoffgruppe zugehérigen Einzelsubstanzen je
Standort gerechnet. Dabei wurden nur jene Einzelsubstanzen herangezogen, die Uberwie-
gend nachweisbar waren. Vorerst wurden die Absolutwerte der Einzelsubstanzen pro Stand-
ort in Prozentwerte je Summenwert der entsprechenden Schadstoffgruppe pro Standort um-
gerechnet. Auf diese Weise lieBen sich die fiir jeden Standort typischen relativen Schad-
stoffmuster fir die Nitrophenole bzw. die halogenierten Kohlenwasserstoffe errechnen. Die
derart erhaltenen Prozentvariablen bzw. -werte wurden, um den Einfluss unterschiedlicher
Skalenbreiten auszuschalten, in Mittelwert gleich 0, Standardabweichung gleich 1 umska-
liert. Mit diesen standardisierten Variablen wurden je Schadstoffgruppe Clusteranalysen
durchgefiihrt. Damit sollten hinsichtlich des relativen Schadstoffmusters je Stoffgruppe (,fin-
gerprints“) dhnliche Standorte identifiziert und zusammengruppiert werden bzw. unahnliche
in Gruppen getrennt werden. Regionen mit ahnlicher Belastungscharakteristik sollten derart
erkannt und die Ursachen dafiir anhand des spezifischen Musters eventuell prazisiert wer-
den kdénnen.

Als Ahnlichkeits- bzw. Unéahnlichkeitskriterium wurde die quadrierte euklidische Distanz im
Clusterverfahren verwendet, um v.a. die Unterschiede zwischen den Standorten im
Clusterprozess zu betonen. Die Berechnungen wurden jeweils mit den Verfahren ,Ward"
und ,Average Linkage between Groups" durchgefiihrt. Anhand der Entwicklung der Hetero-
genitatsmafBe im Fusionierungsprozess und der zugehdrigen Dendrogramme wurde die An-
zahl der zu bildenden Cluster bestimmt. Fir die derart erhaltenen Gruppen wurden die zu-
gehérigen F- und T-Werte berechnet. Zu Vergleichszwecken wurden diese Werte auch fir
jene Gruppen berechnet, die bei Erhéhung bzw. Erniedrigung der ausgewéhlten Anzahl von
Clustern um 1 entsprechend dem Clusterverfahren entstanden waren. Anhand der F-Werte
fur die einzelnen Gruppen (Varianz je Variable und Cluster dividiert durch die Varianz je Va-
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riable in der Erhebungsgesamtheit) wurde die Homogenitat der gefundenen Gruppen beur-
teilt. Die T-Werte fur die einzelnen Gruppen (Mittelwertdifferenz je Variable zwischen Unter-
gruppe und Erhebungsgesamtheit dividiert durch die Standardabweichung der Erhebungs-
gesamtheit) wurden fir die identifikation von Trennungsursachen und damit zur Charakteri-
sierung der einzelnen Cluster bzw. die Beurteilung des Sinns einer Trennung in Cluster he-
rangezogen. Da die Clusteranalysen nur bei den halogenierten Kohlenwasserstoffen zu
brauchbaren Ergebnissen fihrten, werden nur diese im Bericht dargestelit.

Zum Testen von Gruppenunterschieden wurden im Zwei-Gruppen-Fall t-Tests (normalver-
teilte Variablen) bzw. Mann-Whitney-Tests (nicht normalverteilte Variablen), im Mehr-
Gruppen-Fall Varianzanalysen (normalverteilte Variablen) bzw. Kruskal-Wallis-Tests (nicht
normalverteilte Variablen) gerechnet. Zur Identifizierung von Konzentrationsunterschieden
zwischen den einzelnen Nadeljahrgdngen wurde der Wilcoxon-Test gerechnet. Als MaBgré-
Be fr Signifikanz wurde bei allen statistischen Verfahren ein p < 0,05 herangezogen.
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Ergebnisse 1

3 ERGEBNISSE

3.1 Nitrophenole

Die Konzentrationssummen von den 16 untersuchten Nitrophenolen sind mit Gehalten zwi-
schen 3,6 und 160,0 pg/kg FS (Median 60,9 ug/kg FS) im 1. Nadeljahrgang und zwischen
35,4 und 244,1 ug/kg FS (Median 94,9 pg/kg FS) im 2. Nadeljahrgang unerwartet hoch und
werden v.a. durch 4-Nitrophenol (4-NP) und 2-Nitrophenol (2-NP) dominiert. Von den unter-
suchten Nitrophenolen waren 2-NP, 4-NP, 2,4-Dinitrophenol (2,4-DNP) und 4-Methyl-2-
Nitrophenol (4-M-2-NP) fast in allen Fichtennadelproben nachweisbar. Die anderen
Nitrophenole waren im 1. Nadeljahrgang (‘/-jahrig) nur vereinzelt nachweisbar, konnten je-
doch im 2. Nadeljahrgang (1'/,-jahrig) haufig detektiert werden (Abb. 1.2, Tab. 1.3, 1.4). Le-
diglich zwei der analysierten Nitrophenole waren in den ersten beiden Nadeljahrgangen
durchwegs nicht nachweisbar (2-Methyl-3-Nitrophenol (2-M-3-NP), 5-Methyl-2-Nitrophenol
(5-M-2-NP)). Nahezu alle Nitrophenole, die zumindest in einem der beiden Nadeljahrgange
Uberwiegend nachweisbar waren, weisen im 2. Nadeljahrgang signifikant héhere Nitrophe-
nolkonzentrationen als im 1. Nadeljahrgang auf. Dies gilt auch fiir die Summen der 16 unter-
suchten Substanzen. Bemerkenswert ist das Ergebnis fur 2-NP, das als einzige Substanz im
1. Nadeljahrgang signifikant héhere Konzentrationen als im 2. Nadeljahrgang aufweist. In
Kapitel 3.3 wird dargestellt, dass hier Vorgange des Abbaus in den Nadeln als EinflussgréBe
fur dieses abweichende Ergebnis von 2-NP in Betracht zu ziehen sind.

Die Hohe der Gehalte sind v.a. deshalb als bedenklich einzustufen, da sich Nitrophenole
ahnlich wie andere organische und anorganische Schadstoffe mit zunehmendem Nadelalter
deutlich anreichern. Dies zeigt sich in der vorliegenden Untersuchung (Abb. 1.2) sowie in
einer Studie von Hinkel et al. [33], die vier Nadeljahrgange untersuchten. Sie stellten im
4. Nadeljahrgang bis zu 6fach hohere Nitrophenolkonzentrationen als im 1. Nadeljahrgang
fest [33]. Umgelegt auf die vorliegende Studie wirrde dies bedeuten, dass die Konzentratio-
nen in den altesten Nadeljahrgangen der untersuchten Hintergrundstandorte nahe dem
mg/kg-Bereich liegen.

Es liegen derzeit keine Informationen vor, ab welchen Nadelkonzentrationen pflanzentoxi-
sche Wirkungen in Fichten auftreten. Die geringsten 2,4-DNP-Konzentrationen, bei denen
physiologische Effekte in Pflanzen festgestelit wurden, liegen im Bereich zwischen 107 bis
10° molfl (20 bis 200 ppb) [34]. Dies entspricht jenem Konzentrationsbereich wie er in der
vorliegenden Studie fur die Summe der Nitrophenole festgestellt wurde. Untersuchungen zur
Cytotoxizitat organischer Verbindungen ergaben fir 2,4-DNP einen ED50-Wert von 1,3 mg/l
(50 % Reduktion des Wachstums von Pollenschlduchen). Fir 4-NP bzw. 2-NP lag der
ED50-Wert bei 18,0 bzw. 21,0 mg/l [35]. Dies lasst erwarten, dass die Phytotoxizitat von
4-NP und 2-NP um das rund 15fache geringer ist als jene von 2,4-DNP. Allerdings sind 2-NP
und 4-NP in um das 10- bis 20-fache héheren Konzentrationen in den Nadeln enthalten als
2,4-DNP (Abb. 1.2).

Begasungsversuche von Fichtenzweigen mit 2,4-DNP zeigten Ausbleichungen der Nadeln
(nach 14 Tagen) sowie Feinstrukturverdanderungen der Mesophyll-Chloroplasten und Mito-
chondrien ab Schadstoffkonzentrationen, die beim 100- bis 1.000fachen von jenen der Um-
gebungsluft lagen. Nach 28 Tagen waren die starksten belichteten Nadeln verbraunt [8]. Die
Autoren dieser Studie nahmen an, dass auch die in situ auftretenden Luftkonzentrationen
ahnliche Schaden hervorrufen kénnen, da die Expositionszeit wesentlich langer ist und Ak-
kumulationseffekte, additive und synergistische Effekte am Standort in Betracht gezogen
werden mussen. Die Akkumulation von Nitrophenolen in Fichtennadeln mit dem Nadelalter
kann anhand der Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung bestétigt werden, ber Syner-
gismen bei organischen Schadstoffen ist keine information vorhanden. Angesichts der ho-
hen Gehalte in den untersuchten Hintergrundgebieten ist jedenfalls nicht auszuschlieBen,
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dass Nitrophenole in den derzeit messbaren Konzentrationen zu physiologischem Stress
und negativen Effekten bei den betroffenen Fichten flhren. Aufgrund der Akkumulation
kdnnten sich diese besonders in alteren Nadeljahrgéngen offenbaren.
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Abb. 1.2: Nitrophenole in den Fichtennadeln (N1: 1. Nadeljahrgang, N2: 2. Nadeljahrgang)
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Im Vergleich zu Regenwasser- und Atmosphérenkonzentrationen aus der Literatur
[26],[28],[31],[32] scheint in Fichtennadeln die Gesamtnitrophenolbelastung durch leicht ho-
here Anteile von 4-NP, deutlich hohere von 2-NP und deutlich geringere Anteile an bei-
spielsweise 2,4-DNP, 4-M-2-NP, 6-M-2,4-DNP charakterisiert zu sein. Folgende Faktoren
kénnten fir das Zustandekommen dieses Ergebnisses mitverantwortlich sein: Fichtennadeln
nehmen organische Schadstoffe bevorzugt aus der Gasphase der Umgebungsiuft auf [38).
Aufgrund der vergleichsweise deutlich hoheren Henry-Konstanten solite 2-NP v.a. in der
Gasphase auftreten, wahrend aufgrund dieser die anderen erwahnten Nitrophenole deutlich
besser wasserldslich sind und zusatzlich daher auch bevorzugt durch Regen ausgewaschen
werden [28],[39]. Weiters konnte gezeigt werden, dass 2-NP rascher in die Kutikula eindringt
als 4-NP, was zusétzlich deren bevorzugte Aufnahme in Fichtennadeln gegentiber 4-NP er-
klaren kénnte [42]. Auch Unterschiede zwischen den Nitrophenolen bei der Entgiftung bzw.
Metabolisierung in den Nadeln kénnten eine Rolle spielen. So liegt die Glucosyl-
Transferase-AKktivitat in den untersuchten Fichtennadeln fir die Konjugation von 4-NP hoher
als fr 2-NP (siehe Teil 2).

Ergebnisse aus anderen Untersuchungen zu Nitrophenolgehalten in Fichtennadeln liegen
kaum vor. Die einzige, gemaB vorliegender Literatur bekannte Untersuchung betrifft die Ge-
halte einzelner Nitrophenole in den Fichtennadeln von Standorten im Fichtelgebirge, nahe
Bayreuth und nahe einer Autobahn. Die Gehalte der Standorte nahe der Autobahn und nahe
Bayreuth waren deutlich héher als jene aus dem Fichtelgebirge (Tab. 1.2, [33]). GréBenord-
nungsmagig stimmen die Gehalte aus dem Fichtelgebirge gut mit den Werten der vorliegen-
den Untersuchung tberein.

Tab. 1.2: Vergleich von Nitrophenolgehalten in den Fichtennadeln mit Literaturwerten (in pg/kg FS;
N1 = 1. Nadeljahrgang, N2 = 2. Nadeljahrgang)

Nadel- | Hintergrund Osterreich Hintergrund Ballungsraume,
jahr- Median (Bereich) (Literatur) nahe Quellen
gang (n=25) (Literatur)
4-NP N1 37,2 (<1,0-120,4) 6,9' 26,47
19,5°
N2 69,5 (14,8-196,8) 15,3 16,7
40,3°
2,4-DNP N1 2,1 (0,5-3,5) 3,7' 7,42
7,.4°
N2 2,4 (1,8-3,1) 7.4' 12,9?
18,4
6-M-2,4-DNP | N1 <0,5 (<0,5-1,5) 20" 59°
: 7,9°
N2 1,2 (1,1-4,4) 4,0’ 1,9°
13,9°

! Fichtelgebirge, Bayern, Fichte, Probenahme: August 1988, n=1, [33]
2 Bayreuth, Bayern, Fichte, Probenahme: Juli 1988, n=1, [33]
3 nahe Autobahn, Bayern, Fichte, Probenahme: August 1988, n=1, [33]

Zwischen den Gehalten einzelner Nitrophenole wurden jeweils im 1. Nadeljahrgang sowie im
2. Nadeljahrgang signifikant positive Korrelationen identifiziert (Tab. 1.8-1.11 im Anhang).
Die vergleichsweise starker ausgepragten Korrelationen sind in Abbildung 1.3 dargestelit
und betreffen v.a. den 2. Nadeljahrgang. im Falle von hoheren Nitrophenolbelastungen sind
somit offenbar mehrere Nitrophenole gleichzeitig in vergleichsweise héheren Konzentratio-
nen feststellbar. Die Nitrophenolgehalte im 1. Nadeljahrgang korrelieren jedoch nicht mit je-
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nen im 2. Nadeljahrgang, d.h. dass der 1. und 2. Nadeljahrgang eine jeweils unterschiedli-
che Belastungssituation wiedergeben. Die unterschiedliche Expositionsdauer und -periode
der beiden Nadeljahrgdnge sowie standértliche Unterschiede in nadelinternen Prozessen der
Aufnahme und des Abbaus (siehe Kapitel 3.3 sowie Teil 2) kénnten am Zustandekommen
dieses Ergebnisses mitbeteiligt sein. Bemerkenswert ist auch, dass 2,4-DNP weder im 1.
noch im 2. Nadeljahrgang mit einem anderen Nitrophenol korreliert ist. Diese Verbindung
weist somit zu allen anderen nachgewiesenen Nitrophenolen eine unterschiedliche, raumli-
che Belastungsverteilung auf. Ahnliches gilt fir 4-M-2,6-DNP, das allerdings nur im 2. Na-
deljahrgang nachgewiesen wurde (Tab. 1.3).

200 18
o 16
1
%. 14
70 e
60 124
- 50 .
i 4014 104 @ 2-NP (y-Skala)
@ a0 ~ 3-M-4-NP (x-Skala)
o Z g R-Qu. = 0,3090
S 20 ")
s oo x 2-NP (y-Skala)
g % : 4-M-2NP (x-Skala)
< 10 R-Qu. = 0,5208 a 4 e . R-Qu. = 0,6230
0 1 2 3 a Q@ O v $6200 3 @
4-M-2-NP [ug/kg FS], N1 uwa/kg FS, N2
18 200
1
&
70
60
o 504 ———e
Zz 40 ® 4-NP (y-Skala)
i o 304 3-M-4-NP (x-Skala)
o 4 R-Qu. = 0,6497
.g) o 209 , —
2 w * 4-NP (y-Skala)
o > ° = - o
-z ‘ é 4-M-2NP (x-Skala)
& ~ R-Qu. = 0,3779 2 w0 — R-Qu. = 0,2751
0,0 5 1,0 1.5 2,0 25 € ¥ vS&ele9, )
2,6-DM-4-NP [ug/kg FS], N2 ug/kg FS, N2
20 20
18-
2 P4 8
2 D s
g g ° '
2 = 47
o 0.
-4 Z 34
o N
2 =
< S . R-Qu. = 0,4822 4 2 - R-Qu. = 0,3776
@ @ v S8ere9 Q B 00 5 10 1,5 20 25
3-M-4-NP [ug/kg FS], N2 2,6-DM-4-NP [ug/kg FS], N2

Abb. 1.3: Signifikanite Korrelationen zwischen Nitrophenolen im 1. Nadeljahrgang (N1) sowie im
2. Nadeljahrgang (N2)
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Signifikante Unterschiede in den Nitrophenolgehalten zwischen den einzelnen Lagegruppen
von Standorten (Tab. 1.1) konnten nachgewiesen werden (Abb. 1.4, sieche auch Abbildungen
1.23-1.29 zur lagemaBigen Nitrophenolbelastung im Anhang). Besonders die im Norden des
Bundesgebietes gelegenen Standorte weisen bei einigen Nitrophenolen und im
2. Nadeljahrgang signifikant hdhere Gehalte auf als jene im stdlichen Bundesgebiet. Ein be-
sonders ausgepragter Nord-Sud-Gradient zeigt sich bei 4-M-2-NP im 2. Nadeljahrgang, das
vom nordlich gelegenen Mihl- und Waldviertel nach Siiden eine stetige Abnahme der Ge-
halte in den einzelnen Landschaftsraumen aufweist (Abb. 1.4; Abb. 1.24 im Anhang). Bei
2,6-DM-4-NP weist das Mihl- und Waldviertel signifikant hohere Gehalte im 2. Nadel-
jahrgang als die anderen Landschaftsraume auf (Abb. 1.4; Abb. 1.27 im Anhang). Im 1. Na-
deljahrgang wurde lediglich ein lagemaBiger Belastungsunterschied nachgewiesen, namlich
bei 2-NP, das im &stlichen Bundesgebiet hdhere Konzentrationen als im westlichen aufweist.
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Abb. 1.4: Signifikante Lageunterschiede in den f\litrophenolgehalten im 1. (N1) und 2. Nadeljahrgang
(N2).
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Abb. 1.4 (Fortsetzung): Signifikante Lageunterschiede in den Nitrophenolgehalten im 1. (N1) und 2. Na-
deljahrgang (N2).

Das im Rahmen dieser Studie untersuchte Hohenprofil Achenkirch zeigt bei nahezu allen
nachweisbaren Nitrophenolen sowohl im 1. als auch im 2. Nadeljahrgang am mittleren
Standort hohere Gehalte (Abb. 1.5). Das Auftreten und der Einfluss stagnierender Luft-
schichten bzw. Inversionen in dieser Héhenlage in Achenkirch dirften fir dieses Ergebnis
verantwortlich sein [43],[44]. Dieser Hohenverlauf der Konzentrationen stelit einen Unter-
schied zu einer friiheren Untersuchung auf verschiedene schwerfliichtigen organische
. Schadstoffe wie beispielsweise Dioxine und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe
dar, wo am hochstgelegenen Standort dieses Hohenprofils fast ausschlieBlich die ver-
gleichsweise hoheren Gehalte nachgewiesen wurden [41]. Ein dazu &hnliches Ergebnis zeigt
* lediglich 4-NP (und dadurch auch die Summe der Nitrophenole) im 2. Nadeljahrgang, das
am hochstgelegenen Standort die hochste Konzentration aufweist (Abb. 1.5).
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Tab. 1.3:  Nitrophenolgehalte im 1. und 2. Nadeljahrgang (ug/kg FS); * Hohenprofil Achenkirch.

Stand- [Njg.| 3-NP [ 2-NP | 3-M- {4-NP | 2-M- | 4-M- | 3-M- | 5-M- | 2,6- | 2,6- | 4-M-] 2,5- | 6-M-| 3,4- | 2,4- |DSE | SUM
ort 2-NP 3-NP|2-NP{4-NP{2-NP| DM- |DNP | 2,6- |DNP | 24- |DNP|DNP| B NP
: 4-NP DNP DNP :
1 1 n.n! 14,8 n.n| 40,1 nnl| 240 nn| nn| 282 nn{ nn{ nnj <1,0] nnl 2,04] nnj 62,7
2 nn| 13,4] n.nj110,5/ n.n| 880 6,30 nn.] 1,57| nn.| 1,53 nn.| 1,49 nn.] 2,40 n.n.]146,1
2 1 n.n.| 20,7 nnl 54,2 nanf 2,80 294 nn| <20l nn! nn| nnj nn{ nn} 1,18 n.n.| 82,8
2 nn| 12,31 nn| 792 n.n} 580 554 nn| 1,42 nn| 347 nni 1,17] nn} 2,351 n.nj111,3
3 1 nnl 26,6/ n.n| 423] nnl 295 nn| nnf onf 1,39 nn| nn| <1,0f nn| 346{ n.n| 77,2
2 nn| 95 nnl 64,71 nn] 305/ 533 nn| 1,60 nn| 355 nn} 1,200 nn{ 2,300 nnj 91,3
4 1 n.n| 158 nnl| 365 n.n] nn} nn| nn{ nn{ nnj nn| nn| nni nn| 2,05 nn] 544
2 n.n.j 157 n.n| 89,0/ n.n| 80011228 n.n.| 221! n.n.| 443 n.n.| 1,32 nn| 2,50 n.n|1354
5 1 n.n| 18,5/ n.nl 37,21 nn| <20 nn] nn| <20 nn| nn] nn! nn| nn{ 3,18/ n.n.] 60,9
2 n.n| 14,1 n.n]127.6] n.n{ 9,27/10,411 n.n| 1,88 nn] 343} nn| 2,02] n.n| 2,000 nn}170,7
6 1 n.n.| 16,91 n.n| 52,0] n.n| 2,80 <20 nn.} <20 nn| nn| nnj nn| nn} 1,89 n.n| 756
2 n.n| 129 n.nj117,4] nn.| 9,81]13,87] nn| 2,091 nn.! 341 nnt 1,18 n.n} 2,13] n.nj162,7
7 1 n.n! 18,3 n.n 364 nn| <200 nnj nn| <20 nn| nn{ nn| nnj nn| 245 n.n] 59,0
2 nn|l 99 nn| 569 nn.| 647 519 n.n.| 1,53] nn| 3,80 n.n.[ 440, n.n.| 2,23} n.n} 905
8 1 <4,0] 24,41 n.n] 73,0 nn] 3,90 nn| nn] 249 nn! nn| nnl nn| nnj 1,9 nnl107,7
2 n.n.] 10,3 n.nl196,8] n.n.] 557/2461] nn.} 1,41} nn] 200 nn] 1,20] nn} 2,28 n.nj244,1
9 1 nn! 14,00 nn| 257] nn| <20 nn]| nnl <200 nnj nn| nn| <1,0f nnl 222 nnj] 44
2 nn| 7.6/ nnj 502 nn.j 3,26 4,70 nn| 1,32] nn} 3,80 n.nj 1,10 n.n| 2,251 n.n| 742
10 1 nn] 18,9 n.nl 504] nn} 2,15/ nnl nnf nnf nnl nnl nn| nn| nnj 2,000 nnf| 735
2 nn| 14,21 nn]120,2] n.n.[12,93]14,14] nn]| 1,36 n.n] 1,000 n.n] 1,16 n.nj 2,38 n.n.}167,3
11" 1 nnl| 17,00 nnj 238 nnl 228/ nn! nn| nn| nnl| nn| nni nnj nn| <1,0 nn] 43,6
2 nn| 7,4 nn] 148] nn] 2,86 2,19 nn.} 1,01] nn| 3,78 n.nl 1,19} n.n| 2,40 n.nj] 354
12* 1 nnf 31,5 nn 1204 nn| 3,68 nnj nn| <20 nnj nn| nn{ nnf nnj 29 <1,01160,0
2 nn 81 n.nj 729 nn| 493 643 n.n| 1,16 n.n.| 4,28] nn.| 425 n.n| 2,58 n.n}104,6
13* 1 nnl nnl nnl an] nnj . nn|l nn] nn nn} nn| nn} nnj 1,47 nn] 214 nnj 36
2 nn| 63 nn]|140,2] nn| 3,36] 6,03 nn| 1,02 n.nj<1,000 n.ng 1,23 n.n] 1,81 n.n.]160,4
14 1 n.n] 14,3] n.nj 325 nnl| <20 nn] nn| <20 nn}l nn| nn] nn| nnj 282 nn| 51,6
2 nn| 10,7] n.n.l 50,3] n.n| 574 465 nn| 1,18 nn| 3,34 n.n| 1,14] n.n| 249 nn] 794
15 1 nnl 248{ n.n| 320 nnl] 3,12 nnf nn] <20 nn] nnl nn| <1,0 nn| 21 <1,0] 64,0
2 n.n] 11,40 nn] 346 nn| 727 727 nn| 1,14 nn| 2,28 nnj 1,69 nnj 2,04 n.n| 67,6
16 1 1 <4,0] 19,0] n.n| 14,1} nnl nn| nn| anl nn] <1,0] nn| nn| nnj <1,0] <1,00 n.n| 36,6
2 nnf 1700 nn| 72,8 nn] 6,10 500 n.n| 1,31 nni 1,03 nn| 1,37} nn} 2,67 n.n}107,2
17 1 n.n] 21,1 nnl 49,0 nn] 302 nn| nn] 3,18 nn! nn| nn} nn| nnl 2,06 n.nj 784
2 nn| 56{ nn| 584 nn] 279 420 n.nl| 1,20 nn| 342 nn] 1,11] nnf 2,51 nnj 79,2
18 1 nn] 1290 nnl 11,2 nnl nn| nn! nnf nnj nnf nnl nnj nn| <1,0] <1,0f n.n| 25,1
2 nn| 99 nn| 521 nn] 652| 477 nn| 1,33 n.n! 3,84 nn.| 239 n.n| 3,10 n.n| 839
19 1 nn| nn] nnf 529 nn] 361 nnf nn| nnl nnj nn| nn| <1,0f nn| 251 nn]| 595
2 nn] 89l nnl 635 nn| 288 394 nn| 140 nn| 1,78 nn| 1,15 nnj 3,02f n.n| 86,6
20 1 nnl 355 nn| 409 nn| nn| nn| nn| nn} 1,63] 1,14 <1,0{ nn| n.n| 139 n.n| 81,1
2 n.n| 10,21 n.n] 70,4 nn] 437 6,99 n.n.| 1,04 nnj 3,05 nn| 1,31] nn| 247 n.n| 995
21 1 nn| 16,2] nnl] 20,6/ nn| <200 an! nnl nn] nn! nn] nn] nn| nn} <1,0f nnj 383
2 nnl 82 nn| 374] nn| 244 476 nn| 1,04 n.n.[<1,00 nn} 1,12] nng 2,06 n.n] 57,5
22 1 nn] 19,5 <2,0] 20,6 n.n| <20 nn] nn| nn] nn] nn| nn| <1,0] <1,0] 1,61] nn] 447
2 nn! 7,1 nnl 26,1 n.n| 298 294 nn 1,311 nnj 2,60] nn| 1,09 nn} 2,59 n.n| 46,7
23 1 nn] 159 n.n] 26,0 nn| <20 nn| nn} 3,03 nnl nnjy nnj nn| nn| 1,64 nn| 47,6
2 nn| 12,11 nn] 94,3 nn.| 454] 676 nn.| 1,08 - n.n| 2,24 n.n| 1,08/ n.n| 2,50 n.nl1246
24 1 n.n.! 329 nnl 465! nn] 307 nn! nn| nni 1,35 nn| nn| nnl nnj 255 nn} 864
2 nn! 57 nnl 426 n.n] 227 328 n.n.[<1,00{ nn] 2,04 nn| 1,62 nnf 221 nn| 602
25 1 nn| 32,71 nnj 384 nnl| 3,04 nn| nn] nnl 1,04 nnj nnj <10 nn| 2,16] n.n| 77,8
2 nn.] 11,00 nn{ 695{ nn. 3,10 464/ nn.] 1,23 nn] 1,84 n.n| 1,14} nnt 242! n.n} 949
Median| 1 nn] 1850 nnl 372] nn| 22 nnl nn! an| nnj nn| nn| nn| nn| 21 nn] 609
2 nn] 10,2] nn] 695 nn] 49 53] nn] 13| nn] 31 nn] 12| nn| 24| nn] 949
Mittelw! 1 19,3 39,1 1,9 63,9| -
2 10,4 76,5 54 7,0 1,3 2,7 1,6 2,4 107,3
Min. 1 nn| nn| nnl nnl nnl nn] nnl nn] nny nnl nn} nn! nn} nn} <1,0[ nn| 3,6
2 nn| 56{ nn| 148 nn] 23] 22 nn| <1,0] nn] 05 n.n| 1,11 nn| 18 nn| 354
Max. | 1 | <4,0] 355! <2,0(120,4] nn.[ 39! 29} nn| 32 16{ 1,1 <1,0f 1,5 <10 35| <1,0{160,0
2 nn| 17,0 nn]196,8] nn| 129 246] nn| 22| nn| 44 nn| 44 nn| 31| nn|2441
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Tab. 1.4: Nitrophenolgehalte im 1. und 2. Nadeljahrgang (ug/kg TS); * Héhenprofil Achenkirch.

Stand- [Njg.[ 3-NP | 2-NP} 3-M- | 4-NP | 2-M- | 4-M- | 3-M- 5-M-| 2,6- | 2,6- | 4M-[ 25- [ 6-M-[-3,4- | 2,4- |DSE [SUM
ort 2-NP 3-NP|2-NP|4-NP|2-NP|{ DM- | DNP | 2,6- |DNP | 2,4- |DNP |DNP| B NP
4-NP DNP DNP

1 1 nn| 378 nnf1023] nnl 6,1 nnl| nnl 72 nn| nof onl <28 nn 52| n.n|159,5

2 nn] 302 nn.248,7 nnl 20,0 142 nn| 3,5 nn! 35| nn 34| nn| 5,4 n.n.|329,0

2 1 n.n.| 48,1 n.n]126,0) nn]| 65 6,8 n.n| <55 nn{ nnj| nn| nng nn 2,71 n.n.|192,0

2 n.n|.274] nnl176,3] n.n| 12,9} 12,3 nn| 32| nn| 7,7 nn 2,6/ n.n| 52| n.n.)247,6

3 1 nn) 658 nn]1047] nn} 73] nn| nn| nn} 34 nnj nn <28| nnj 8,6 nn.]190,8
2 nn. 228 nnl1547] nn] 73] 127] nn]| 3,8} n.n| 85/ nn 29| nn| 55 n.n|218,1

4 1 nn| 36,4 nn| 841 nnl nn| nn| nn| nnj nnf nnj nnj nng o nn. 4,71 n.n.j125,2

2 n.n| 348 nn[1975] nnl| 178] 272 nn| 49| nn| 98] nn 29| n.nj 5,5 n.n.]300,6

5 1 n.n.] 429 n.n| 863 nnl <55 nn| nn| <55 nnf nn] nnj nn| oo 7,4 n.n.|140,0

2 nn| 314 nn|2853] nn| 207] 23,3] nn| 42 nn| 77| nn| 45 nn 45| n.n|381,6

6 1 n.n| 384 nn 1182 nn] 64| <55; nn| <55 nn| nn| nng nngonan. 4,3 n.n.]170,7
2 nn! 283 nn|258,0[ nnl 21,6] 305 nn| 46( nni{ 75 nn| 26] nn 47| n.n.|357,8

7 1 nn.| 43,00 nn.] 86,5 nn.] <55 nn| nnf <55 nn| nnj nn| nnj onn 5,8 n.n.j138,7

2 nn| 222 nn|[127.1] nn| 144] 116} nn| 3,4 nn| 85 nn| 98 nn 5,0 n.n.]201,9

8 1 |<11,0] 616 nn.[1843] nn| 98 nn| nn| 63 nn| nn| nn| n.nj nn 4,8 n.n.}]270,3

2 nnl 250 nnl4791] nnl 136 599 nn| 34{ nn] 49 nn| 28 nn 5,5/ n.n.}594.4

9 1 nn| 24,0] nn| 4400 nn] <55 nn| nn]| <55 nn| nnf nn] <28 n.n 3,8/ n.n.| 76,1

2 nn| 17,6 nnf1169] nn| 7.6/ 109 nn| 3,1 nn| 89 nn| 26| nn 53| n.n.]172,8

10 1 n.n| 41,3 nnf{110,0] nnj 47| nnj nnj nn| nn| nnl nn; nnj nn 4,4 n.n.]160,4

2 n.n.| 30,6 n.n.}2588 nnj 27,9 304 nn| 29| nn| 21 nn| 25 nn 5,1 n.n.|360,3

11* 1 n.n.| 400/ nn| 560 nn| 54/ nn| nn| nn| nn| nn| nnl nnj no <2,8] n.n.|102,3

2 nn| 157 nn| 32,6] nn| 63| 48 nn| 22 nn| 83 nn| 26 nn 53 n.n| 77,9

12 1 n.n! 71,31 n.nl2724| nn| 83} nn| nn] <55 nn| nn| nnj| nnj nn 6,6] <2,8]361,2

2 n.n| 179 nnf162,1] nn| 11,0 143} nn| 26! nn} 95 nn| 95 nn 5,71 n.n.|232,6

13" 1 anl nnl nn| nn| nnl nnl anl nn] nn} nn} nnl nn| 31| nn{ 46 nn| 7,7
2 nn| 135 nnf2998] nn]| 7,2] 129 nn} 22| nnj <2,6] nn| 26| nn 3,91 n.n.}343,1

14 1 nnl 333 n.nl 758 n.nl <550 nn| nnt <55 nn{ nni nni nn| nn 6,6/ n.n.[119,1

2 nn.] 242 nn[1142] nn 13,0{ 106 nn} 27 nn| 76 nn| 26| n.n. 5,6 n.n.}180,6

15 1 n.n| 59,6/ nn] 769 nn] 7,5 nnf nnj <55 nn| nn| nn| <28 n.n 5,0l <2,8J152,6
2 nn| 259 nn| 786 nn] 165 16,5 nn| 2,6 nn.| 52| nn| 38 nn| 46 n.n|1538

16 1 |<11,0] 49,6] nnl 368 nn| nn] nn! nnl nnl <28 nn| nn| nn| <28 <28} nn 92,5

2 n.n| 383 nn|[i164,0] nn| 13,7 11,3} nn| 30 nn{ 23 nn| 31 nn| 60 n.n}241,6

17 1 nn.| 58,3] nn.|1354] nn| 83| nnl nn| 88 nn| nn| nn| nn| nn| 57| nn. 216,5
2 n.n.| 145 nnf150,5] n.n| 72| 10,8 nn! 3,1 nn| 88| nn| 29 nn| 65 nn 204,2

18 1 nn] 29,6 nn} 257 nn| nn| an] nn]l nn]| nn] nn} nnj nn| <28 <28 nn] 571
2 n.n.| 22.4] nn|118,0] nn| 14,8 108 nn| 30 nn| 87 nn| 54 nn| 7,0 nn]190,

19 1 nnl nn| nnli242] nn] 85 nn] nn] nn| nn| nn] nn] <28/ nn| 59 n.nj1394
2 nn.| 204 nn]1450| nn| 66 90 nn| 32 nn| 41} nn| 26 nn! 69 n.n|1977

20 1 nn| 89,9 nn|1035 nn| nn| nn| nn] nn} 41] 29 <28 nn| nn| 35 n.n]|2048
2 nn| 242 nn|166,0] n.n| 103] 166/ nn| 25 nn| 72| nn| 31 nn| 58 n.n.|2357

21 1 n.n.] 40,1 nn] 51,0 nn| <55 nn]| nn| nn| nn| nn| nn| nn| nn! <28 n.n 93,7
2 nn| 196] nn| 889] nn| 58 11,3 nn| 25| nn| <26| nn| 27[ nn| 49 n.n|1367

22 1 nn.| 452] <55 478] nn| <55/ nn| nn| nn| nn| nn| nn| <28] <28/ 3,7 nnfi102,0
2 nn| 168 nnl| 614 nn| 70/ 69 nn| 3,1 nn| 61 nn| 26| nn{ 61| nn}j110,0

23 1 nnl| 384 nn| 62,8 nn| <55/ nn| nn] 73 nn| nn| nn| nn| nn| 40 nnj114,2
2 nn! 276/ nnl2154] nn} 104] 154 nn| 25| nn!l 51 nnl 25 anl| 57 nn.j2845

24 1 n.n.! 80,4l nn|1137 nn] 75 nn| nn| nn| 33 nn| nn| nn| nn| 62 nnj211,2
2 nn| 1271 nn| 954 nn]| 51 7,3 nn] <26 nn|{ 46 nn| 36] nn| 50 nn]|1348

25 1 nn.! 81,8 .nnj 96,0 nn| 7.6/ nn| nn| nn| 26/ nn| nn| <28] nn| 54 nn|1943
2 nn) 246 nnj1548] nn| 69| 10,3 nn} 27 nnj 41 nn] 25 nn) 54 nnj2113
Median| 1 n.n| 429] nn 865 nn| 47 nn] nn| nn| nn| nn| nn| nn| nn| 47 nn]140,0
2 nnl 242 nn|1548] nn| 11,0 123] nn| 30 nn| 72 nn| 29| nn| 54 n.n|2181
Mittelw| 1 46,3 93,0 4,5 151,7
2 23,5| - 174,0 12,2| 16,1 3,0 6,1 3,6 5,4 244,0

Min. 1 nn] nn] nnl nnf nn| anf{ nn| nn] nan|l nn| nn} nn| nn| nn| 09 nn} 77
2 n.n 127 nn| 32,6{ nn| 51 48 nn] <26 nn| 1,1 nn| 25 nn| 39 nn] 779

Max. | 1 |<11,0] 89,9 <5.5(2724| nn| 98] 68| nn| 88 41| 29 <28 31| <28| 86| <2,8{361,2
2 n.n] 38,3 n.n.[479,1] n.n] 27,9] 59,9 nn.] 49 nn] 98 nn| 98 nnj 7,0 n.nj5%44
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20 Teil 1: Halogenierte Kohlenwasserstofte und Nitrophenole in Fichtennadeln

3.2 Leichtfliichtige halogenierte Kohlenwasserstoffe (LHKW), Trichloressig-
saure (TCA)

Die Substanzen Chloroform (TCM), 1,1,1-Trichlorethan (TCE), Tetrachlorkohlenstoff
(TETRA), Trichlorethylen (TRI), Perchlorethylen (Per) und Trichloressigsaure (TCA) konnten
fast in allen untersuchten Fichtennadelproben nachgewiesen werden. Lediglich Bromoform
(TBM) war durchwegs unter der Bestimmungsgrenze. Die Konzentrationen von TCM und
TCA sind generell héher als jene der anderen Substanzen. Bemerkenswert ist, dass mit
Ausnahme von PER alle anderen LHKW im 3. Nadeljahrgang in signifikant héheren Kon-
zentrationen vorliegen als im 1. Nadeljahrgang (Abb. 1.6, Tab. 1.6, 1.7). Dies stellt einen
Unterschied zu Ergebnissen anderer Studien dar [14],[45],[46], wo im Gegensatz zur TCA
bei den LHKW keine Anreicherung mit dem Nadelalter festgestellt wurde. Begasungsexpe-
rimente zeigten, dass sich bei LHKW zwischen der Umgebungsluftkonzentration und der
Konzentration in den Fichtennadeln innerhalb von einer Stunde bis wenigen Stunden ein
Gleichgewicht einstellt [5],[37]. Dies ldsst erwarten, dass die Konzentration in den Fichten-
nadeln einen Indikator flir die aktuelle Immissionskonzentration von LHKW in der Umge-
bungsluft darstellt. Aufgrund der raschen Gleichgewichtseinstellung zwischen Nadel und
Umgebungsluft wéare zu erwarten, dass bei LHKW keine Unterschiede zwischen den Nadel-
gehalten unterschiedlicher Nadeljahrgange auftreten. Nach 28téagiger Desorption der bega-
sten Nadeln verblieb allerdings ein nicht desorbierbarer Rest von 3,4 % der Anfangskonzen-
tration in den Nadeln [37]. Dieses Ergebnis aus der Literatur kdnnte einen Hinweis auf eine
maogliche — wenn auch eingeschrénkte — Anreicherung mit dem Nadelalter darstellen und
somit die héheren LHKW-Nadelgehalte im 3. Nadeljahrgang der vorliegenden Studie teilwei-
se erklaren. Unterschiedliche Aufnahme- und Entgiftungsbedingungen fir LHKW zwischen
den Nadeljahrgéngen kénnten ebenfalls eine Rolle spielen. Verschiedene Untersuchungen
belegen, dass die Glutathion-S-Transferase (GST) in Fichtennadeln auf die Begasung mit
LHKW reagiert und eine wichtige Rolle in der Entgiftung von organischen Xenobiotika spielt
[9],[47]. Die Untersuchung der Fichtennadelproben der vorliegenden Untersuchung ergab,
dass die GST-Aktivitdt im 1. Nadeljahrgang signifikant hoher ist als im 3. Nadeljahrgang
(siehe Teil 2). Eine Mitbeteiligung an héheren LHKW-Gehalten im 3. Nadeljahrgang auf-
grund der geringeren Entgiftungsaktivitat ware somit denkbar. Offen bleibt die Frage, warum
PER im Unterschied zu den anderen Substanzen keine héheren Gehalte im
3. Nadeljahrgang aufweist (Abb. 1.6). Einen mdglichen Erklarungsansatz liefern Ergebnisse
von Begasungsversuchen von Schroder & Weif3 [47], die zeigen, dass TRI die GST-Aktivitat
in den jangsten Fichtennadeln anregte, wahrend PER die GST in den élteren Nadein an-
regte. Somit kénnte der fehlende Konzentrationsunterschied zwischen 1. und 3. Nadeljahr-
gang der vorliegenden Untersuchung bei PER auf eine spezifische hohere Entgiftungsakti-
vitat fir PER im 3. Nadeljahrgang zurtickzufiihren sein.
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Abb. 1.6: Leichtfliichtige halogenierte Kohlenwasserstoffe und Trichloressigséure in Fichtennadein
(N1: 1. Nadeljahrgang, N3: 3. Nadeljahrgang)
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im Vergleich zu anderen Untersuchungen liegen die LHKW- und TCA-Gehalte der 25 Hin-
tergrundstandorte in ahnlicher GréBenordnung. Dies gilt besonders fiir TCA. Die Wertebe-
reiche fir LHKW, die fiir Kiefernnadeln aus Berlin berichtet werden [45], werden allerdings -
wiederum mit Ausnahme von PER — durch jene der vorliegenden Untersuchung Ubertroffen
(Tab. 1.5). Artbedingte Unterschiede kdnnten jedoch fir diesen Unterschied verantwortlich
sein [45]. Die Hohe der nachgewiesenen Konzentrationen von TCE und TETRA vermitteln,
dass trotz drastischer Einschrankung bzw. Verbot von deren Verwendung in den letzten Jah-
ren, diese aufgrund ihrer langen atmosphérischen Lebensdauer langfristig in der Umwelt
nachweisbar sein werden.

Tab. 1.5: Vergleich der LHKW- und TCA-Gehalte in den Fichtennadeln mit Literaturwerten (in
pg/kg FS; N1 = 1. Nadeljahrgang, N3 = 3. Nadeljahrgang)

Nadel- Hintergrund Osterreich Hintergrund Ballungsraume,
jahr- Median (Bereich) (Literatur) nahe Quellen
gang (n=25) (Literatur)
N1 7,9 (<0,5-23,3) =1-3'
~16-70°
TCA ~15-433
=7-214
2-7°
3,2-68,9° 0,59-178’
N3 19,6 (<0,5-87,1)
~3-7" 98-276°
~15-97 ‘
~20-90°
=12-38*
12-19°
3-25°
TCM N1 8,5 (2,7-16,5) 0,01-16,7
N3 19,0 (11,1-28,2) '
TCE N1 0,6 (<0,2-1,1) =0,1-0,3' 0,01-0,97’
N3 1,9 (0,6-4,9) ~0,1-0,2"
TETRA N1 0,6 (0,2-1,9) =0,2-0,8' 0,01-1,53’
N3 1,5 (0,4-3,3) ~0,3-1,2
TRI N1 0,9 (<0,25-1,8) <0,05’
_ N3 3,2(1,7-5,1)
PER N1 3,9 (2,3-8,6) ~0,3-0,7" 0,07-35,27
N3 3,7(1,3-6,2) =0,2-1,0"'

! Achenkirch, Osterreich, Fichte, Probenahme: Oktober: 1991, n=5, [14]

2 Schwarzwald, Deutschland, Fichte, Probenahme: September, Oktober, 1989, 1990, n=12, [71,[11]

3 Schonbuch, SW-Deutschland, Fichte, Probenahme: September, Oktober, November 1989, 1990, n=5, {7],[11]
* Erzgebirge, Deutschland, Fichte, Probenahme: September, Oktober, November 1990, 1991, n=15, [11]

5 nahe Rovaniemi, Finnland, Fichte, Probenahme: Oktober 1991, n=8, [48] ’

¢ Montafon, Osterreich, Fichte, Probenahme: Oktober 1988, n=4, [49]

" Berlin, Kiefer, 1.-3. Nadeljahrgang, Probenahme: verschiedene Monate 1990, 1991, {45]

8 5 km entfernt von Zellulosefabrik, Finnland, Kiefer, Probenahme: verschiedene Monate 1993, 1994, n=13, [20]
® Kaukasus, nahe Kaspischer See, Kiefer, 2. Nadeljahrgang, Probenahme: Juli/August 1997, n=13 [50]
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22 Teil 1: Halogenierte Kohlenwasserstoffe und Nitrophenole in Fichtennadeln

Signifikant positive Korrelationen zwischen den Absolutgehalten einzelner LHKW konnten
nachgewiesen werden. Generell sind diese im 3. Nadeljahrgang ausgepragter bzw. haufiger
als im ersten Nadeljahrgang (Abb. 1.7, Tab. 1.12-1.15 im Anhang). Dies legt nahe, dass hier
Vorgénge in den Nadeln selbst in Abhéngigkeit vom Nadelalter fur diesen Unterschied zwi-
schen den beiden Nadeljahrgangen verantwortlich sind. Diese Vermutung wird auch unter-
stutzt durch Ergebnisse in Kapitel 3.3, wonach ausschlief3lich im 3. Nadeljahrgang signifi-
kante Abnahmen der Gehalte von TCM, TETRA und TR} mit Zunahme der Entgiftungsakti-
vitdten in den Nadeln auftreten. Hervorzuheben sind daher auch besonders die Korrelatio-
nen zwischen TCM und TRI sowie TCM und TETRA im 3. Nadeljahrgang (Abb. 1.17). Wei-
ters ist TETRA und PER im 1. Nadeljahrgang korreliert. Ergebnisse aus der Literatur zeigen,
dass TETRA luftchemisch aus PER und TCM aus TRI gebildet wird [51],[52]. Die Reduktion
(Hydrolyse) von TETRA zu TCM in biologischen Systemen wurde dargestelit [53]. Diese Er-
gebnisse, stellen einen weiteren Erklarungsansatz fiir die festgesteliten Zusammenhénge
dar. Zwischen TCA und einzelnen LHKW konnten keine oder schwach ausgepréigte negative
Korrelationen nachgewiesen werden. Gleich den Nitrophenolen konnten bei den haloge-
nierten Kohlenwasserstoffen keine Korrelationen zwischen den Gehalten im jungeren und
dem élteren Nadeljahrgang nachgewiesen werden. Altersbedingte Unterschiede in Bezug
auf Einflussfaktoren wie etwa Expositionsdauer und -periode sowie standoértliche Unter-
schiede in Aufnahme, Anreicherung, Metabolisierung und Entgiftung der Substanzen der
beiden Nadeljahrgéange dirften auch hier am Zustandekommen dieses fehlenden Zusam-
menhangs eine entscheidende Rolle spielen. Die - lediglich im 3. Nadeljahrgang auftretende
— Abhéangigkeit des Nadelgehalts einzelner LHKW von der Entgiftungsaktivitat in den Nadein
koénnte einen méglichen Erkldrungsansatz flir dieses Ergebnis darstellen (siehe Kap. 3.3
bzw. Teil 2).

° TRI (y-Skala)
TETRA (x-Skala)
R-Qu. = 0,6598

* TCM (y-Skala)
TRI (x-Skala)
R-Qu. = 0,6410

e TCM (y-Skala)
TETRA (x-Skala)
R-Qu. = 0,6221
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Abb. 1.7: Signifikante Korrelationen zwischen LHKWs in den Fichtennadeln (links 1. Nadeljahrgang,
rechts 3. Nadeljahrgang)

Aus dem Ergebnis der Korrelationsanalysen konnte erwartet werden, dass Unterschiede
zwischen den relativen Halokarbon-Mustern der einzelnen Standorte bestehen. Diese soliten
in erster Linie durch wechseilnde Anteile von LHKW und TCA gekennzeichnet sein. Mittels
Clusteranalyse wurde dies naher Uberprift (siehe Kap. 2.3).

Die haufigsten relativen Halokarbon-Muster im 1. Nadeljahrgang und 3. Nadeljahrgang wer-
den jeweils durch die Cluster 1 und Cluster 3 représentiert (Abb. 1.8, 1.9 oben). LagemaBige
Gemeinsamkeiten der Standorte in Cluster 1 bzw. in Cluster 3 konnten jedoch nicht identifi-
ziert werden (Abb. 1.36 im Anhang). Der Unterschied zwischen diesen beiden Clustern be-
steht in erster Linie zwischen deren unterschiedlichen Anteilen an TCM (sowie teilweise an-
deren LHKW) und TCA. Cluster 2 stellt beim 1. und 3. Nadeljahrgang jeweils das Muster ei-
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nes Standorts dar. Beim 1. Nadeljahrgang weist Cluster 2 einen markant héheren Anteil von
TCE, TRI und PER an der Gesamtbelastung auf, beim 3. Nadeljahrgang einen markant ho-
heren von TCE (Abb. 1.8, 1.9 oben). Cluster 4 beim 3. Nadeljahrgang beinhaltet 3 Standorte
und weist besonders hohe Anteile an LHKW aufgrund fehlender Anteile von TCA auf
(Abb. 1.9 oben).

Zwischen Cluster 1 und 3 bestehen sowohl im 1. Nadeljahrgang als auch im 3. Nadeljahr-
gang signifikante Unterschiede in den Absolutkonzentrationen. Die TCA-Konzentrationen
sowie die Summenkonzentrationen von LHKW+TCA sind jeweils im Cluster 3 signifikant ho-
her als im Cluster 1 (Abb. 1.8, 1.9 unten). Beim 1. Nadeljahrgang ist zusétzlich auch der
LHKW-Gehalt des Clusters 3 signifikant geringer als jener des Clusters 1 (Abb. 1.8, unten).
Somit ist ein Halokarbon-Relativmuster mit vergleichsweise hoheren Anteilen von TCA und
geringeren Anteilen an TCM und anderen LHKW an der Gesamtbelastung auch durch héhe-
re Absolut-Konzentrationen an TCA sowie LHKW+TCA gekennzeichnet.

Diese Ergebnisse kdnnten anhand folgender Hinweise aus der Literatur Gber die Bildung
bzw. Umwandlung dieser Substanzen erklarbar sein. Als wesentliche Ursache fir den
Nachweis von TCA in der Umwelt wird die sekundare photochemische Umwandlung von
LHKW (v.a. C2-Chlorkohlenwasserstoffe) zu Trichloracetylchloriden [52],[54]-[56] und zu
TCA [71.[11],[16]-{20] in der Atmosphére angesehen. Eine Anwendung von TCA als Pestizid
ist in zahlreichen Staaten mittierweile verboten. Weiters wird vermutet, dass TCA auch in
den Nadeln im Zuge der Entgiftung von LHKW durch P-450 Monoxygenasen gebildet wird
[14]. Die Ergebnisse kénnten mit diesen Aspekten in Zusammenhang stehen. Demnach
konnten die Muster der Nadeln von Cluster 3 mit héheren Anteilen bzw. Konzentrationen von
TCA durch die Belastung mit Luftmassen erklarbar sein, in denen im Vergleich zu Cluster 1
bereits eine starkere Umwandlung von LHKW in TCA stattgefunden hat. Eine weitere Ursa-
che kénnte eine starkere Umsetzung von LHKW zu TCA in den Nadeln von Cluster 3 dar-
stellen. Da TCA auch aus dem Boden aufgenommen wird [12],{57], kénnte eine vergleichs-
weise starkere Aufnahme (iber die Wurzeln und Translokation in die Nadeln einen weiteren
Grund flir die Ergebnisse von Cluster 3 darstellen. Aufgrund der signifikant hoheren
LHKW+TCA Konzentrationen der Cluster 3 musste jede, dieser moglichen Ursachen mit
signifikant héheren LHKW+TCA-Belastungen einhergehen.

Die Abnahmen bzw. Zunahmen der Anteile von einzelnen LHKW und TCA im Relativmuster
sind durch eine relativ homogene, straffe Verteilung der Standorte entlang von Geraden be-
schreibbar (Abb. 1.10). Es zeigt sich, dass sich die unterschiedliche Halokarbon-Zusammen-
setzung in den Nadeln der 25 Hintergrundstandorte am deutlichsten durch Zu- bzw. Abnah-
men des Verhéltnisses TCM/TCA beschreiben lasst. TCA verhélt sich jedenfalls deutlich an-
ders als die LHKW, die ahnliche Ergebnisse zeigen (positive Korrelationen in den Absolut-
gehalten und anteilsmaBige Zu- bzw. Abnahmen mit Ab- bzw. Zunahmen von TCA, Abb. 1.7
und Abb. 1.10), was mit den oben erwédhnten Ursachen in Zusammenhang stehen kdnnte.

Weiters sind die gegentiber anderen LHKW erhdhten relativen Anteile von TCM in den Na-
deln im Vergleich zu den Mischungsverhiltnissen, wie sie von Luftmessungen berichtet wer-
den [17]-[19],[21},[58]-[60], bemerkenswert. Die Hohe des Nachweises von TCM in der Um-
welt wird auch mit der Decarboxylierung der TCA, mit dem Abbau von LHKWs bzw. Photo-
oxidationsprodukten von LHKW und dem Vorhandensein natirlicher Quellen in Zusammen-
hang gebracht [7},[18],[19],[22],{51]-[53],(59],[61]-[66]. Falls die Decarboxylierung von TCA
eine maBgebliche Quelle fiir erhbhte TCM-Gehalte in den Nadeln darstellen wirde, solite die
Absolutkonzentration von TCM positiv mit jener von TCA korreliert sein. Dies ist aber nur
zwischen TCM und anderen LHKW der Fall (Abb. 1.7). Weiters nimmt der TCM-Anteil im
relativen Halokarbonmuster gleich jenem anderer LHKW mit zunehmenden TCA-Anteilen ab
(Abb. 1.10). Es ist daher naheliegend, diese Ahnlichkeit der Ergebnisse fir TCM und andere
LHKW mit gleichen Ursachen der Belastung in Zusammenhang zu bringen. Dies kann je-
doch nicht die gegentiber anderen LHKW erhdhten Anteile von TCM in den Nadeln im Ver-
gleich zum atmosphérischen Mischungsverhéltnis erklaren. Es wird daher vermutet, dass
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dass andere Ursachen als die Aufnahme dieser Verbindungen aus der Gasphase der Um-
gebungsluft durch die Nadeln fiir diesen musterméBigen Unterschied verantwortlich sind. Im
Niederschlags- und Bodenwasser von Wald- und Freiflichen konnten ebenfalls deutlich ho-
here TCM-Konzentrationen gegeniiber anderen LHKW nachgewiesen werden [31],[45],{66).
Méglicherweise ist die diesbezugliche Ahnlichkeit der Fichtennadeln auf einen markanten
Aufnahmepfad von LHKW in die Nadeln aus diesen Medien zuriickzufihren. Eine weitere
Erkiarungsmdéglichkeit liefern die Ergebnisse in Kapitel 3.3, wonach das Verhéitnis TCM zu
TETRA mit Zunahme der Glucosyltransferase-Aktivitat (GT) zunimmt. Dies kdnnte auf eine
Umsetzung von TETRA zu TCM im Nadelinneren hindeuten, in der die Glucosyltransferase
involviert ist und die je nach Aktivitit dieses Enzyms unterschiedliche Auspréagungsgrade
zeigt. Grundsatzlich wird die Umsetzung von TETRA zu TCM in biologischen Systemen in
der Literatur beschrieben (Zusammenstellung in [53]).
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LagemaBige Unterschiede in den Gehalten von leichtfliichtigen halogenierten Kohlenwas-
serstoffen und Trichloressigsaure wurden identifiziert. Die Standorte nordlich der Zentralal-
pen weisen bei PER und TETRA im 1. Nadeljahrgang signifikant geringere im 3. Nadeljahr-
gang jedoch signifikant hohere Gehalte als im Siiden des Bundesgebietes auf (Abb. 1.11,
siehe auch Abbildungen 1.30-1.35 zur lagemaBigen Belastung mit halogenierten Kohlen-
wasserstoffen im Anhang). Anhand dieser Ergebnisse, fir die sich keine Erkiarung anbietet,
lasst sich nicht ableiten, welche dieser beiden Regionen eine héhere Belastung aufweist.
Bemerkenswert bei PER im 3. Nadeljahrgang ist, dass besonders der nérdliche Alpenraum
durch deutlich héhere Gehalte gekennzeichnet ist (Abb. 1.11, Abb. 1.33 im Anhang). Wei-
ters weist der Norden des Bundesgebietes bei TCM und TCE im 3. Nadeljahrgang signifi-
kant hohere Gehalte als der Siiden auf (Abb. 1.11; Abb. 1.30, 1.31 im Anhang).
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Kohlenwasserstoffen und Trichloressigsédure im 1. (N1) und 3. Nadeljahrgang (N3).

Die Ergebnisse fur das Hohenprofil Achenkirch zeigen je nach Betrachtung des Nadeljahr-
gangs in ihrem Trend unterschiedliche Ergebnisse fir die einzelnen Substanzen. Lediglich
bei der Summe LHKW+TCA zeigen sich Uibereinstimmende Ergebnisse ftir beide Nadeljahr-
gange, namlich jeweils ahnliche Gehalte am tiefst- und héchstgelegenen Standort und ver-
gleichsweise geringere Gehalte am mittleren Standort (Abb. 1.12). Ein eindeutiger Trend der
Belastung in Abhangigkeit von der Seehdhe kann anhand dieser Ergebnisse fiir alle haloge-
nierten Kohlenwasserstoffe gemeinsam sowie fir die Einzelsubstanzen nicht abgeleitet wer-
den. GréBenordnungsmafig stimmen die Nadelgehalte des in der vorliegenden Studie im
Jahr 1995 untersuchten Nord-Hohenprofils in Achenkirch gut mit jenen iberein, wie sie von
Plimacher und Schroder [67] fur das Christlum-Hohenprofil in Achenkirch (nach Osten ori-
entiert und wenige Kilometer stdlich des Nord-Héhenprofils [68]) fir das Jahr 1991 festge-
stellt wurden.
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Tab. 1.6: Gehalte von leichtfliichtigen halogenierten Kohlenwasserstoffen und Trichloressigsaure im
1. und 3. Nadeljahrgang (ug/kg FS); * Héhenprofil Achenkirch.

Standort | Njg. TCM TCE TET TRI PER DBCM TBM TCA U-T"év/-\\H
1 1 9,5 0,4 0,5 0,9 2,4 <0,2 <0,35 1,9 15,6
3 19,4 1,0 1,5 2,8 3,5 <0,2 <0,35 4,6 32,8
2 1 16,5 0,3 0,2 1,1 5,8 <0,2 <0,35 <0,5 23,9
3 16,8 49 0,5 23 4,0 <0,2 <0,35 21,0 49,5
3 1 55 1,1 0,6 1,8 47 <0,2 <0,35 2,0 15,7
3 28,2 33 3,3 5,1 5,2 0,3 <0,35 87,1 132,5
4 1 5,0 0,8 0,4 <0,25 2,5 <0,2 <0,35 23,3 32,0
3 19,0 2,6 1,9 3,3 2,9 <0,2 <0,35 58,5 88,2
5 1 9.4 1,0 0,5 <0,25 2,8 <0,2 <0,35 20,9 34,6
3 20,7 1,8 1,2 3,3 3,2 <0,2 <0,35 52 82,2
6 1 8,1 0,7 0,3 <0,25 2,3 <0,2 <0,35 17,6 29,0
3 20,3 25 23 3,9 5,6 <0,2 <0,35 41,5 76,1
7 1 7.6 0,7 0,4 1,0 2,4 <0,2 <0,35 18,3 30,4
3 17,7 2,1 2,1 35 6,2 <0,2 <0,35 53,3 84,9
8 1 9,2 0.3 0,6 1,0 2,8 <0,2 <0,35 10,5 24,4
3 21,0 1,8 2,4 3,1 5.8 <0,2 <0,35 <0,5 34,1
9 1 11,6 0,9 0,7 <0,25 3,9 <0,2 <0,35 7.1 24,2
3 19,3 28 1,7 3,2 3,0 <0,2 <0,35 21,3 51,3
10 1 9,5 0,7 0,6 <0,25 3,2 <0,2 <0,35 7.9 21,9
3 17,2 3,6 1,8 2,7 53 <0,2 <0,35 27,8 58,4
1 1 10,1 0,6 0,6 <0,25 4,2 <0,2 <0,35 7.8 233
3 202 - 27 1,2 4,2 6,0 <0,2 <0,35 16,8 51,1
12° 1 7,3 0,7 0,7 <0,25 4,4 <0,2 <0,35 55 18,6
3 21,2 26 "~ 2,8 4,1 55 <02 <0,35 <0,5 36,2
13 1 27 0,2 0,4 <0,25 2,9 <0,2 <0,35 16,8 23,0
3 21,6 2.2 2,6 4,0 57 <0,2 <0,35 11,7 47,8
14 1 85 0,6 0,5 <0,25 3,9 <0,2 <0,35 6,4 19,9
3 19,4 18 15 27 3,0 <02 <0,35 15,0 434
15 1 8,4 0,6 0,6 <0,25 5,6 <0,2 <0,35 55 20,7
3 14,9 1.4 0,7 2,2 6,2 0,5 <0,35 10,8 36,7
16 1 11,7 0,6 0,7 1,2 8,6 <0,2 <0,35 4.4 27,2
3 18,7 1,9 2.1 3,2 5,1 <02 <0,35 12,8 438
17 1 65 0,6 0,6 1,2 54 <0,2 <0,35 11,8 26,1
3 11,1 0,6 0,6 23 3,3 0,3 <0,35 15,8 34,0
18 1 7,5 0,4 0,5 1,0 3.8 <0,2 <0,35 21,5 34,7
3 19,5 24 1,5 3,2 2,9 <0,2 <0,35 <05 29,5
19 1 5,9 <0,2 0,5 <0,25 3,5 <0,2 <0,35 12,5 224
3 17,9 1,5 1,2 34 36 <0,2 <0,35 32,3 59,9
20 1 9,2 0,6 0,6 <0,25 4,6 <0,2 <0,35 9,3 243
3 15,8 1,1 0,7 29 3,0 <0,2 <0,35 26,3 49,8
21 1 10,3 0,5 1,1 1,2 49 <0,2 <0,35 54 23,4
3 21,1 2,9 30 4,6 4,8 0,4 <0,35 245 61,3
22 1 6,8 0,4 0,5 1,1 3,4 <0,2 <0,35 6,4 18,6
3 16,2 1,0 0,4 17 1,3 <0,2 <0,35 19,6 40,2
23 1 10,8 0,8 0,8 1,2 5,8 <0,2 <0,35 13,2 32,6
3 18,1 1,7 1,3 3,4 37 <0,2 <0,35 14,7 42,9
24 1 10,8 11 1,9 1,2 8,2 <0,2 <0,35 6,9 30,1
3 17,9 1,5 1,0 3,0 3,0 <0,2 <0,35 13,9 40,3
25 1 5.8 0,5 0,6 0,9 5,3 <0,2 <0,35 20,0 33,1
3 17,0 1,6 1,1 3,0 26 <0,2 <0,35 52,9 78,2
Median 1 8,5 0,6 0,6 0,9 3,9 <0,2 <0,35 7.9 24,2
3 19,0 1,9 1,5 32 37 <0,2 <0,35 19,6 49,5
Mittelw. 1 8.6 0,6 0,6 43 <0,2 <0,35 10,5 252
3 18,8 21 1,6 3,2 4,2 <0,35 25,4 55,4
Min, 1 27 <0,2 0,2 <0,25 2,3 <0,2 <0,35 <0,5 15,6
3 11,1 0,6 0,4 1,7 1,3 <0,2 <0,35 <0,5 29,5
Max. 1 16,5 1,1 1,9 1,8 8,6 <0,2 <0,35 23,3 34,7
3 28,2 49 3,3 5,1 6.2 0,5 <0,35 87,1 132,5
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Tab. 1.7: Gehalte von leichtflichtigen halogenierten Kohlenwasserstoffen und Trichloressigsadure im
1. und 3. Nadeljahrgang (ug/kg TS); * Hohenprofil Achenkirch.

Standort | Njg. TCM TCE TET TRI PER DBCM TBM TCA LHKW+
TCA

1 1 24,2 1,0 1.3 2,3 6.1 <0,6 <1,0 438 39,8
3 39,8 2,1 31 5.7 7.2 <0,6 <1,0 9,4 67.4
2 1 38,4 0,7 0,5 2,6 135 <0,6 <i1,0 <14 556
3 36,5 10,7 1,1 5,0 8,7 <0,6 <1.0 45,7 107.6
3 1 13,6 27 1,5 45 116 <06 <1,0 5,0 38,9
3 60,9 71 71 11,0 11,2 0,6 <1,0 188,1 286,2
4 1 11,5 1.8 0,9 <0,7 5,8 <0,6 <10 53,7 73,7
3 38,6 53 3,9 6.7 59 <0,6 <1,0 118,9| 179,3
5 1 21,8 23 1,2 <0,7 6,5 <0,6 <1,0 48,5 80,3
3 43,9 38 25 7.0 6.8 <0,6 <1,0 110,4 1745
6 1 18,4 16 0,7 <0,7 5,2 <0,6 <1,0 40,0 65,9
3 41,6 5.1 47 8,0 11,5 <0,6 <1,0 85,0 155,9
7 1 18,1 17 1,0 2.4 5.7 <0,6 <1,0 435 72.2
3 43,9 5,2 5,2 8,7 15.4 <0,6 <1,0 132,3 210,7
8 1 23,2 0,8 1,5 2,5 7.1 <0,6 <1,0 26,5 61,6
3 46,2 4,0 53 6.8 12,7 <0,6 <1,0 <14 74,9
9 1 19,9 1,5 1,2 <0,7 6.7 <06 <1,0 12,2 414
3 40,8 59 36 6,8 6,3 <06] . <10 45,0 108,5
10 1 20,7 1,5 1.3 <0,7 7.0 <0,6 <1,0 17,2 47,8
3 36,7 7.7 38 5.8 11,3 <0,6 <1,0 59,3] 124,5
11° 1 23,8 14 1.4 <0,7 9,9 <0,6 <1,0 184] 548
3 436 58 2,6 9,1 13,0 <0,6 <1,0 36,3] 110,4

12 1 16,5 1,6 1,6 <0,7 10,0 <0,6 <1,0 12,4 421
3 46,1 5.7 6,1 8,9 12,0 <0,6 <1,0 <1,4 78,7
13 1 5,8 0,4 0,9 <0,7 6,2 <0,6 <1,0 36,0 43,3
3 47,9 4,9 5,8 8,9 12,6 <0,6 <1,0 25,9 106,0
14 1 19,8 14 1,2 <0,7 9.1 <0,6 <1,0 14,9 46,4
3 39,3 3.6 3,0 55 6,1 <0,6 <1,0 30,4 87,9
15 1 20,2 1.4 1,4 <0,7 13,5 <0,6 <1,0 13,2 49,8
3 32,6 3.1 1,5 4,8 136 11 <1,0 23,6 80,3
16 1 30,5 1.6 1.8 3 22,5 <0,6 <1,0 11,5 71.0
3 41,6 42 4,7 7.1 11,3 <0,6 <1,0 28,4 97.3

17 1 18,0 17 1,7 3,3 14,9 <0,6 <1,0 32,6 72,1
3 28,1 1,5 1,5 58 84 - 08 <1,0 40,0 86,1
18 1 17.2 0,9 1,1 23 8,7 <0,6 <1,0 49,3 79,6
3 41,2 51 3,2 6.8 6,1 <0,6 <1,0 <14 62,4
19 1 13,8 <0,6 1,2 <0,7 82 <0,6 <1,0 29,3 52,6
3 39,3 33 2,6 7.5 7.9 <0,6 <1,0 70,8 1314
20 1 233 15 15 <0,7 11,6 <0,6f - <1,0 23,5 61,5
3 34,8 24 1.5 6.4 6.6 <0,6 <1,0 57.9 109,7
21 1 25,5 1,2 2.7 3,0 12,1 <0,6 <1,0 13,4 57,9
3 46,8 6,4 6,7 10,2 10,6 0.9 <1,0 54,3| 135,9
22 1 15,8 0,9 1.2 2.6 7.9 <0,6 <1,0 14,8| 432
3 36,1 22 0,9 3.8 2.9 <0,6 <1,0 43,7 89,5
23 1 26,1 19 1,9 29 14,0 <0,6 <1,0 31,9 78,7
3 39,9 3,7 2,9 7.5 8,1 <0,6 <1,0 324 94,5
24 1 26,4 27 4,6 2.9 20,0 <0,6 <1,0 16,9 73,6
3 38,9 33 2,2 6,5 6,5 <0,6 <1,0 30,2 87.6
25 1 14,5 1,3 1,5 2,3 13,3 <0,6 <1,0 50,0 82,8
3 36,4 3.4 2.4 6,4 5.6 <0,6 <1,0 113,3 167,5
Median 1 19,9 1,5 1,3 2,3 9.1 <0,6 <1,0 18,4 57,9
3 39,9 42 3.1 6,8 8,4 <0,6 <1,0 43,7 107.6
Mittelw. - 1 20,3 1,4 1.5 10,3 <0,6 <1,0 24.8 59,7
3 40,9 46 35 71 9,1 <1,0 55,3 120,6
Min. 1 5,8 <0,6 0,5 <0,7 5,2 <0,6 <1,0 <1,4 38,9
3 28,1 15 0,9 38 2,9 <0,6 <1,0 <14 62,4
Max. 1 38,4 27 4.6 45 22,5 <0,6 <1,0 53,7 82,8
3 60,9 10,7 7 11,0 15,4 11 <1,0 1881 286,2
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3.3 Zusammenhange zwischen Untersuchungsparametern

Anmerkung: Nachfolgend werden Scatterplots zu den signifikanten Korrelationen (p<0,05) zwischen
Parametern nach Spearman bzw. Pearson (bei Normalverteilung) geméaB den Tabellen 1.8-1.15 im
Anhang dargestellt. In allen nachfolgenden Scatterplots werden die zu den Grafiken zugehérigen
Pearson-Korrelationskoeffizienten dargestelit. Bei nicht normalverteilten Variablen, die nach Spearman
Rank signifikant korrelieren, wurden fir ein Erlangen von Normalverteilung logarithmische Umskalie-
rungen bzw. falls nétig vereinzelt auch andere Umskalierungen durchgefiihrt, die Pearson Korrelati-
onskoeffizienten mit den umskalierten Variablen berechnet und diese in den Grafiken angegeben. Auf
logarithmische bzw. andere Skalierungen in den Scatterplots ist zu achten.

Fir eine Uberprifung auf Zusammenhdnge zwischen Parametern standen neben den in
dieser Studie untersuchten Parametern (Nitrophenole, halogenierte Kohlenwasserstoffe,
Gehalte I6slicher kutikularer Lipide (SCL) in den Nadeln, 100-Nadeigewicht (N100) sowie die
in Teil 2 diskutierten Parameter Glutathion-S-Transferase-Aktivitat (GST), Glucosyltransfe-
rase-Aktivitat (GT) in den Nadeln, Glutathion- (GSH, GSSG) und Proteingehait der Nadeln)
weitere Ergebnisse zu den identen Proben aus anderen Untersuchungen an diesen Stand-
orten zur Verfiigung. Dies umfasst die Nahrelementgehalte sowie die Ergebnisse zu Nadel-
oberflaichenparametern, wie die Qualitat epikutikularer Wachse und die Epibiontenbelegung
der Nadeloberflachen [75]. Aus einer friheren Untersuchung liegen Ergebnisse zu den Na-
delgehalten schwerfliichtiger organischer Verbindungen dieser Standorte vor, die in die .
Analysen miteinbezogen wurden [41]. Weiters wurden im Zuge des Waldschadensbeo-
bachtungssystems der Forstlichen Bundesversuchanstalt allgemeine Parameter wie die
Seehodhe der Standorte, das Bestandesalter und im Untersuchungsjahr 1995 das Entnade-
lungsprozent der in der vorliegenden Studie untersuchten Probeb&dume erhoben und fir die-
se Auswertungen zur Verfiigung gestellt [70]. Aus den Ergebnissen von Bodenuntersuchun-
gen an diesen Standorten [72] wurde schlieBlich der pH-Wert des Bodens als eine aligemei-
ne, den Standort charakterisierende BezugsgroBe in die Auswertungen miteinbezogen.
Weiters standen Daten benachbarter Stationen zur Temperatur und zum Niederschlag aus
dem meteorologischen Messnetz des Hydrographischen Dienstes zur Verfigung [69], die
rechnerisch entsprechend der abweichenden Lage der Untersuchungsstandorte angepasst
wurden. Da sich die Untersuchungsstandorte der vorliegenden Studie sowohl seeh6henma-
Big als auch in ihrer geografischen Lage grundlegend untereinander unterscheiden, schien
derart eine zumindest grobe Kennzeichnung der meteorologischen Unterschiede zwischen
den Standorten im Untersuchungszeitraum moglich zu sein.

Die Auswertungen der Korrelationsanalysen zwischen den Nitrophenolen und den haloge-
nierten Kohlenwasserstoffen sowie zwischen diesen und den weiteren vorliegenden Daten
zu diesen Standorten erbrachten in Summe wenige, statistisch absicherbare Zusammen-
hange (Tab. 1.8-1.15 im Anhang). Teilweise erbrachten diese Analysen jedoch markante
und plausible Ergebnisse.

Zwischen den Nitrophenolen und den halogenierten Kohlenwasserstoffen wurden v.a. zwi-
schen 2-NP und PER sowie zwischen 2-NP und TCE im 1. Nadeljahrgang signifikant positi-
ve Zusammenhéange identifiziert (Abb. 1.14). Weiters korrelieren die Gehalte halogenierter
Kohlenwasserstoffe und Nitrophenole positiv mit einzelnen schwerer fliichtigen organischen
Schadstoffen und Cadmium im 1. Nadeljahrgang dieser Hintergrundstandorte, die im Rah-
men einer friheren Studie analysiert wurden [41]. PER, das negativ mit HCH korreliert ist,
stellt diesbezlglich eine Ausnahme dar (Abb. 1.13). Da diese beiden Erhebungen zwar die
identen Standorte jedoch unterschiedliche Untersuchungsjahre reprasentieren, sind diese
Ergebnisse allerdings mit Vorsicht zu interpretieren und miissten anhand einer zeitlich uber-
einstimmenden Untersuchung auf diese Schadstoffe verifiziert werden.

Bereits in einer friheren Veroffentlichung wurden signifikant positive Korrelationen zwischen
den Gehalten verschiedener schwerfllichtiger organischer und anorganischer Schadstoffe in
den ‘Nadeln bzw. im Auflagehumus dieser Hintergrundstandorte diskutiert [41]. Die in der
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vorliegenden Studie identifizierten positiven Zusammenhange zwischen einzelnen haloge-
nierten Kohlenwasserstoffen (Kap. 3.1), Nitrophenolen (Kap. 3.2), zwischen 2-NP mit PER
und TCE (Abb. 1.14) sowie zwischen diesen Schadstoffgruppen und schwerer flichtigen
Verbindungen (Abb. 1.13) fligen sich daher insgesamt gut in ein Gesamtbild, wonach bei
héherer Belastung einzelner Hintergrundstandorte mit einem Mix unterschiedlicher organi-
scher Schadstoffe zu rechnen ist.

TCA [ug/kg TS], N3
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Abb. 1.13: Korrelationen zwischen den Nadelgehalten halogenierter Kohlenwasserstoffe und der Nitrophe-
nole mit den Nadelgehalten schwerfliiciitiger organischer Verbindungen und Cadmium
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Abb. 1.14: Korrelationen zwischen den Nadelgehalten halogenierter Kohlenwasserstoffe und den Na-
delgehalten der Nitrophenole

Zwischen den Nahrstoffgehalten und den CKW- bzw. Nitrophenolgehalten in den Nadeln
wurden lediglich vereinzelt signifikante Zusammenhange identifiziert (Tab. 1.10, 1.11, 1.14,
1.15 im Anhang). Die vergleichsweise ausgepragtere Beziehung zeigte TCM mit Kupfer im
1. Nadeljahrgang (Abb. 1.15). Eine kausale Erklarung fir dieses Ergebnis bietet sich vorerst
jedoch nicht an.

40

10

TCM [pug/kg TS}, N1

25 3,0 3.5 4,0 45 5.0

Cu [mg/kg TS), N1
r=0,57

Abb. 1.15 Korrelation zwischen TCM und Kupfer in den Nadein

Temperatur und Niederschlag sind bedeutende, potentielle EinflussgréBen zur Schadstoft-
belastung der Vegetation. Ein Einfluss dieser Kenngré3en, aber auch weiterer Standortspa-
rameter auf die festgestellten Schadstoffgehalte kann anhand der Ergebnisse der Korrelati-
onsanalysen nicht ausgeschlossen werden (Tab. 1.8-1.15 im Anhang). Die mittlere Monats-
temperatur in der Periode Mai bis Oktober 1995 und die mittlere Jahrestemperatur 1995 sind
mit der Summe LHKW+TCA sowie TCA im 3. Nadeljahrgang positiv korreliert (Abb. 1.16).
Die warmeren Standorte weisen somit tendenziell héhere LHKW+TCA- und TCA-Gehalte im
3. Nadeljahrgang auf. Da die Seehéhe mit der Temperatur negativ korreliert ist, ergibt sich
ein signifikant negativer Zusammenhang zwischen dem LHKW+TCA-Gehalt im 3. Nadel-
jahrgang und der Seehthe (Abb. 1.16). Gerade dieses Ergebnis kénnte jedoch auch auf ei-
ne Zufalligkeit dieser statistischen Zusammenhange hindeuten, da sie sich durch das Ho-
henprofil Achenkirch, wo Nadeln an einem Untersuchungsort in unterschiedlichen Seehéhen
(und somit auch unter Exposition eines Temperaturgradienten) beprobt wurden, nicht besta-
tigen lassen (Abb. 1.12).
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Bei den Nitrophenolen zeigte sich die vergleichsweise ausgepragtere Korrelation mit meteo-
rologischen Parametern zwischen 4-M-2-NP im 2. Nadeljahrgang und dem Niederschlag im
Probemonat Oktober an den Standorten (Tab. 1.8-1.11 im Anhang, Abb. 1.16). Dieser sta-
tistische Zusammenhang steht einigermaBen alleine im Raum, sodass hier ebenfalls eine
Zufélligkeit dieses Ergebnisses in Betracht zu ziehen ist. Ahnliches gilt flr die positive Kor-
relation zwischen Bestandesalter und dem Gehalt an 2,4-DNP im 2. Nadeljahrgang
(Abb. 1.16), fur den sich vordergriindig keine kausale Erklarung anbietet.
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Abb. 1.16: Korrelationen zwischen den Nadelgehalten halogenierter Kohlenwasserstoffe, der
Nitrophenole und meteorologischen Parametern sowie Standortsparametern

Zwischen den Gehalten leichtfllichtiger halogenierter Kohlenwasserstoffe im 1. Nadeljahr-
gang und der Qualitat der Spaltéffnungswachse der untersuchten Nadeln geméaB Ansprache
nach standardisiertem Verfahren (siehe [75]) wurden signifikant negative Korrelationen iden-
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tifiziert (Abb. 1.17). Demnach wire zu erwarten, dass die Nadeligehalte dieser Schadstoffe
bei besserer Qualitit der Spaltéffnungswachse héher liegen bzw. hatten die Standorte bei
geringerer Belastung mit diesen Schadstoffen eine schlechtere Wachsqualitat. Dieses Er-
gebnis ergibt kausal keinen Sinn, da gerade intakte Spaltoffnungswachse eine Filterfunktion
beim Gasaustausch innehaben bzw. diese durch Schadstoffbelastungen beeintrachtigt wer-
den [75]. Zwei voneinander unabhangige Untersuchungen konnten eine zunehmende Be-
eintrachtigung der Spaltéffnungswachse bei hoherer TCA-Belastung feststellen [12],[46]. Ein
derartiger Zusammenhang zwischen Wachsqualitit und TCA-Gehalten in den Nadeln
konnte in der vorliegenden Studie nicht identifiziert werden (Tab. 1.12, 1.14 im Anhang). Es
sind daher vorrangig andere Ursachen fiir festgestelite Beeintrachtigungen der epistomata-
ren Wachse an den hier untersuchten Standorten in Betracht zu ziehen oder die festgestell-
ten TCA-Gehalte in den Nadeln sind maBgeblich durch den Aufnahmepfad-iber den Boden
gepragt, der — im Gegensatz zum Aufnahmeptad Umgebungsluft-Nadel — nachweislich kei-
nen Einfluss auf die epistomataren Wachse hat [12].

Der Nadelgehalt l6slicher kutikulérer Lipide (SCL) spielt besonders bei der Aufnahme von
fettidslichen organischen Verbindungen eine Rolle [76]. Unterschiedliche Nadelgehaite der
untersuchten Standorte kénnten somit auch durch unterschiedliche SCL-Gehalte beeinflusst
sein. Es zeigte sich jedoch, dass die SCL-Gehalte lediglich mit 2,4-DNP im 1. Nadeljahrgang
signifikant positiv korrelieren (Tab. 1.10, 1.11, 1.14, 1.15 im Anhang, Abb. 1.18). Es ist daher
nicht auszuschlieBen, dass die Gehaltsunterschiede bei 2,4-DNP zwischen den einzelnen
Standorten auch durch diese EinflussgroBe mitbeeinflusst sind. Dieses Ergebnis ist auch
deshalb bemerkenswert, da 2,4-DNP das einzige Nitrophenol ist, dessen Gehalte mit jenen
der anderen Nitrophenole nicht korrelieren (Kap. 3.1).

Das Entnadelungsprozent wird in internationalen Monitoringprogrammen als eine mafBgebli-
che KenngroBe zur Beurteilung des Zustands von Baumen herangezogen. Im Rahmen der
Erhebungen des osterreichischen Waldschadensbeobachtungssystems wurden auch die
beprobten Untersuchungsbdume nach dieser international standardisierten KenngréBe an-
gesprochen [70). Es zeigte sich nahezu kein Zusammenhang zwischen dem Entnadelungs-
prozent der Probebdume und den Gehalten an Nitrophenolen bzw. chiorierten Kohlenwas-
serstoffen in den Nadeln der Probebaume. Dieses Ergebnis ist v.a. deshalb hervorzuheben,
da in der Literatur mehrfach Uber eine Mitbeteiligung dieser Schadstoffe an neuartigen
Waldschaden spekuliert wurde [8],[111,[18],[21]-[24],[36]. Da das Entnadelungsprozent der
Baume eine relativ unspezifische GrdBe zur Beurteilung des Kronenzustands ist und von ei-
ner Reihe von Einflussfaktoren abhéngig ist, ist dieses Ergebnis allerdings auch nicht weiter
verwunderlich. Umso bemerkenswerter ist, dass bei 2-NP und 6-M-2,4-DNP ein signifikanter,
wenn auch sehr loser Anstieg der Kronenverlichtung mit Zunahme der Gehalte dieser beiden
Schadstoffe im 2. Nadeljahrgang festgestelit werden konnte (Tab. 1.8 im Anhang). Ange-
sichts des geringen, festgesteliten Entnadelungsprozents der untersuchten Baume ist es
nicht auszuschlieBen, dass sich bei héheren Nitrophenolbelastungen ein deutlicherer Zu-
sammenhang zwischen diesen GréBen zeigen wiirde. Dies misste jedoch experimentell ve-
-rifiziert werden.

5 g g
kS K 3
3 2 g
3 § §
21 31 T
3 4 5 6 7 8 -7 R R S 2l g < 9 % 3 @
PER [ug/kg FS], N1 TETRA [ug/kg FS], N1 LHKW [pg/kg FS], N1
r=-0,59 1=-0,56 r=-0,51

Abb. 1.17: Korrelationen zwischen den Nadelgehalten halogenierter Kohlenwasserstoffe und der Qua-
litét der Spaltéffnungswachse der Nadeln
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SCL [g/kg TS], N1

2,4-DNP [ug/kg TS], N1
r=0,59

Abb. 1.18: Korrelation zwischen dem Nadelgehalt von 2,4-DNP und dém Nadelgehalt Iéslicher kutiku-
larer Lipide

Eine maBgebliche Einflussgroe auf die festgestellten Gehalte, die bisher noch nicht disku-
tiert wurde, kénnte die Glutathion-S-Transferase-Aktivitat (GST) und Glucosyltransferaseak-
tivitat (GT) darstellen (siehe Teil 2). Aus sachlogischen Uberlegungen stellt die Aktivitat die-
ser Enzyme eher ein Ergebnis der Nadelbelastung mit organischen Schadstoffen dar als
umgekehrt, und zwar in einer Form, wo die Entgiftungsaktivitit mit dem Schadstoffgehalt
zunimmt. Diese Zusammenhéange zwischen den Entgiftungsaktivititen und den Schadstoff-
gehalten werden daher in Teil 2 diskutiert. Falls der Gehalt einzelner Schadstoffe maf3geb-
lich durch die Entgiftungsaktivitat beeinflusst wird, dann sollte sich dies durch eine absicher-
bare Abnahme des Schadstoffgehalts in den Nadeln mit Zunahme der Entgiftungsaktivitét
darstellen lassen. Der Schadstoffgehalt ware in diesem Fall die abhéngige Variable. In eini-
gen Fillen, die nachfolgend dargestellt werden, konnten soiche negativen Korrelationen
identifiziert werden (Tab. 1.8, 1.9, 1.12, 1.13 im Anhang; zu beachten ist hier, dass fur die
Analyse der GT-Aktivitat und fir Glutathion (GSH, GSST) nicht von allen Standorten Pro-
benmaterial zur Verfigung stand (siehe Teil 2), weshalb in den nachfolgenden Scatterplots
teilweise ein n < 25 auftritt bzw. den Korrelationen in den Tabellen 1.8, 1.9, 1.12 und 1.13
mit diesen Parametern eine kleinere Stichprobenanzahl zugrunde liegt).

TCM, TETRA und TRI und die GT-Aktivitat zur Konjugation von TCP sind im 3. Nadeljahr-
gang S|gn|f|kant negativ korreliert (Abb. 1.19). Die festgestelliten standortsméaBigen Unter-
schiede in den Konzentrationen dieser Schadstoffe im 3. Nadeljahrgang durften somit auch
durch standortsméaBige Unterschiede der Entgiftungsaktivitdt in den Nadeln mitbeeinflusst
sein. Bemerkenswert ist weiters, dass dies auch jene drei halogenierten Kohlenwasserstoffe
sind, deren Gehalte im 3. Nadeljahrgang ausgepréagte Korrelationen zeigten, im 1. Nadel-
jahrgang jedoch nicht (Kap. 3.2). Diese Ergebnlsse insgesamt unterstitzen die in Kapitel 3.2
dargelegte Vermutung, wonach Vorgénge in den Nadeln fir die abweichenden Ergebnlsse
zwischen 1. und 3. Nadeljahrgang mitverantwortlich sein kdnnten.

Bei den Nitrophenolen wurden bei 2-NP und bei 4-M-2,6-DNP im 2. Nadeljahrgang sowie bei
4-M-2-NP im 1. Nadeljahrgang signifikant negative Korrelationen mit der GT-Aktivitat zur
Konjugation phenolischer Substanzen oder der GST-Aktivitét identifiziert (Abb. 1.20). Ein
Einfluss der Entgiftungsaktivitdt in den Nadeln auf die nachgewiesenen Gehalte in den Na-
deln ist bei diesen Nltrophenolen somit ebenfalls mdglich. Hervorzuheben ist besonders die
Abnahme der 2-NP-Gehalte im 2. Nadeljahrgang mit Zunahme der GT-Aktivitat zur Konju-
gation von 2-NP und 4-NP, da 2-NP das einzige Nitrophenol ist, das keine Gehaltszunah-
men mit dem Nadelalter zeigt (Kap. 3.1). Diese fehlende Zunahme zwischen 1. und 2. Na-
deljahrgang kénnte somit mit einem Abbau dieser Substanz (vorrangig im 2. Nadeljahrgang)
in Zusammenhang stehen. ‘
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Auffillig bei diesen Zusammenhéngen ist weiters, dass sie v.a. bei den alteren Nadeljahr-
gangen auftreten. Denkbar wére, dass die Diffusion der Schadstoffe ins Nadelinnere bzw. in
die Zellen, wo sie schlieBlich abgebaut werden konnen, eine léngere Zeit beansprucht, so-
dass sich eine Abhangigkeit des nachweisbaren Nadelgehalts von der Entgiftungsaktivitat
erst bei lteren Nadeljahrgangen zeigt. Dies kdnnte auch erklaren, warum trotz nachgewie-
sener Abbaumechanismen in den Nadeln (siehe Teil 2), sehr wenige negative Korrelationen
zwischen den Schadstoffgehalten und den Enzymaktivitaten bzw. wenig ausgepragte Kor-
relationen festgestellt wurden. Die nachgewiesenen Gehalte der Nadeln umfassen beson-
ders auch kutikular gebundene Schadstoffe und sind daher nicht notwendigerweise mit den
Schadstoffgehalten in den Zellen korreliert, wo die Abbaumechanismen aktiviert werden.
Diese dargestellten Zusammenhange lassen dennoch vermuten, dass die Entgiftungsaktivi-
taten teilweise fur festgestellte Gehaltsunterschiede zwischen Standorten mitverantwortlich
sind. -

Es zeigt sich jedoch insgesamt, dass sich die nachgewiesenen Gehaltsunterschiede Zwi-
schen den Standorten — zumindest statistisch gesehen — nur teilweise durch diese poten-
tiellen EinflussgroBen erklaren lassen. Auch multiple Regressionsanalysen unter Einbezie-
hung mehrerer Variablen brachten grundsétzlich keine besseren Ergebnisse. Dies lasst
vermuten, dass die festgestellten standértlichen Unterschiede zwischen den Nadelkonzent-
rationen vorrangig ein Ergebnis anderer EinflussgroBen sind. Hier bietet sich in erster Linie
die Belastung der die Nadeln beeinflussenden Medien an, v.a. die umgebende Atmosphére
(Luft, Regen), aber auch der Boden, da diese Schadstoffe teilweise physiko-chemische
Eigenschaften aufweisen, die eine Aufnahme (ber den Boden als mdglich erscheinen
lasst [77] bzw. eine solche beispielsweise bei TCA bereits bewiesen wurde [12],(57].

Eine weitere Uberpriifung umfasste die Verhéltnisse der Schadstoffgehalte zwischen 2. und
1. Nadeljahrgang (Nitrophenole) sowie 3. und 1. Nadeljahrgang (halogenierte Kohlenwas-
serstoffe). In Kapitel 3.1 sowie 3.2 wurde dargestellt, dass die Gehalte zwischen den jeweili-
gen zwei Nadeljahrgéngen nicht korreliert sind. Sollte dies mit den unterschiediichen GST-
Aktivititen bzw. GT-Aktivititen in den Nadeln in Zusammenhang stehen, ware zu erwarten,
dass die Konzentrationsverhéltnisse zwischen alterem und jungerem Nadeljahrgang signifi-
kant ansteigen (relative Zunahme der Gehalte im alteren Nadeljahrgang gegentiber dem
jingeren Nadeljahrgang), wenn diese Aktivititen im 1. Nadeljahrgang zunehmen oder im
alteren Nadeljahrgang abnehmen. Dies konnte bei einzelnen Schadstoffen statistisch abge-
sichert werden (Abb. 1.21). In einem Fall (4-NP) konnte ein Zusammenhang mit dem Glu-
tathiongehalt (GSH) abgesichert werden. Diese Ergebnisse kdnnten somit ebenfalls ein Indiz
fur eine Mitbeteiligung standorts- und altersabhéangiger Vorgédnge in den Nadeln fir die in
Kapitel 3.1 und 3.2 beschriebenen voneinander abweichenden Ergebnisse zwischen jlnge-
rem und alterem Nadeljahrgang darstellen.

In der Literatur sind verschiedene biologische Abbauwege halogenierter Kohlenwasserstof-
fen beschrieben. Eines der Abbau- bzw. Zwischenprodukte ist TCM, das durch Hydrolyse
von TETRA gebildet wird [53]. Da die GST- bzw. GT-Aktivitat in der Entgiftung halogenierter
organischer Verbindungen involviert ist (siehe Teil 2), ware vorstellbar, dass Zusammenhan-
ge zwischen den Verhaltnissen TCM zu den jeweils anderen halogenierten Verbindungen
und den Aktivitaten dieser Enzyme auftreten. Sollte die Umsetzung bzw. das Verhéltnis TCM
zu anderen LHKW durch diese Aktivititen mitbeeinflusst sein, ware eine positive Korrelation
zu erwarten. Die Ergebnisse der statistischen Analysen stitzen diese Vermutung. Demnach
ist im 3. Nadeljahrgang TCM gegeniber TETRA umso starker erhéht, je héher die GT-
Aktivitat in den Nadeln ist (Abb. 1.22), wahrend sowohi TCM als auch TETRA mit der GT-
Aktivitat der Nadeln signifikant abnimmt (siehe oben). Bemerkenswert ist dieses Ergebnis
v.a. auch deshalb, da in Kapitel 3.2 dargestellt wurde, dass der relative Anteil von TCM im
LHKW-Muster der Nadein gegeniiber jenem der Atmosphédre erhéht ist. Es wéare somit
denkbar, dass eine Umsetzung im Nadelinneren am Zustandekommen dieses Musterunter-
schieds mitbeteiligt ist.
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Abb. 1.19: Korrelation zwischen den Nadelgehalten halogenierter Kohlenwasserstoffe und der GT-
Aktivitat in den Nadeln (Anmerkung: fir ein Erreichen der erforderlichen Normalverteilung
zur Berechnung des Pearson Korrelationskoeffizienten musste der Reziprokwert von
GTTCP herangezogen werden, weshalb die dargestellten Korrelationen trotz anderer Vor-
Zeichen negativ sind)
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Abb. 1.20: Korrelation zwischen den Nadelgehalten der Nitrophenole und der GT- bzw. GST-Aktivitat
in den Nadeln
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nierte Kohlenwasserstoffe) sowie 2./1. Nadeljahrgang (N2/N1, Nitrophenole) und der GT-
Aktivitat und Glutathion in den Nadeln (Anmerkung: fir ein Erreichen der erforderlichen
Normalverteilung zur Berechnung des Pearson Korrelationskoeffizienten muBte der Rezip-
rokwert von GTTCP herangezogen werden, weshalb die links oben dargestelite Korrelation
zwischen GTTCP und TCM trotz anderer Vorzeichen negativ ist)
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Abb. 1.22: Korrelation zwischen dem Verhéltnis TCM/TETRA und der GT-Aktivitdt in den Nadein (An-
merkung: fir ein Erreichen der erforderlichen Normalverteilung zur Berechnung des Pear-
son Korrelationskoeffizienten musste der Reziprokwert von GTTCP herangezogen werden,
weshalb die dargestellte Korrelation trotz anderer Vorzeichen positiv ist)
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4 SCHLUSSFOLGERUNGEN ZU TEIL 1

An 25 verteilt Gber Osterreich gelegenen Waldstandorten in emittentenferner Lage wurden
Fichtennadelproben im Oktober 1995 geworben und auf ihre Gehalte an Nitrophenolen,
leichtfliichtigen halogenierten Kohlenwasserstoffen, Trichloressigsaure untersucht. Uber die
ubiquitdr in Osterreich feststellbare Pflanzenbelastung mit Nitrophenolen, leichtfilichtigen
halogenierten Kohlenwasserstoffen und Trichloressigséure lag bisher wenig Information vor.
Untersuchungen zu den derzeit in Pflanzen nachweisbaren Nitrophenolgehalten sind aber
auch international bisher kaum vorhanden, obwohl diese Schadstoffe eine ausgepragten To-
xizitat, v.a. auch Pflanzentoxizitat, aufweisen. Die vorliegende Studie solite daher Anhalts-
punkte liefern, ob und in welcher Hohe und Zusammensetzung diese potentiell waldschadi-
genden Schadstoffe derzeit in Fichten entlegener Standorte feststellbar sind.

Nitrophenole in Fichtennadeln

Nitrophenole sind eine Gruppe von organischen Schadstoffen, fir deren derzeitigen Nach-
weis in der Umwelt luftchemische Umwandlungsprozesse aus Vorlaufersubstanzen, wie mo-
noaromatischen Verbindungen (z.B. Benzol, Toluol), oxidierten Stickstoffverbindungen und
Hydroxyl-Radikalen, in Betracht gezogen werden. Daneben werden Nitrophenole auch direkt
durch den Kfz-Verkehr emittiert. Die Pflanzentoxizitat dieser Schadstoffe fihrte dazu, dass
einzelne Nitrophenole bis in die 80er-Jahre als Herbizide erzeugt und eingesetzt wurden.
Weiters weisen Nitrophenole auch gegeniiber anderen Organismen eine erhebliche Toxizitét
auf — Uber friihere Anwendungen als Insektizide und Fungizide wurde berichtet. Aufgrund ih-
res Nachweises in Atmosphare, Regen, Nebel und Fichtennadeln sowie aufgrund ihrer aus-
gepragten Pflanzentoxizitdt wurde in der Fachliteratur ein méglicher Beitrag dieser Verbin-
dungen an den neuartigen Waldschaden diskutiert.

In der vorliegenden Studie wurden Nitrophenolgehalte zwischen 3,6 und 160,0 pg/kg FS (Me-
dian 60,9 pg/kg FS) in den Y2-jahrigen Fichtennadeln und zwischen 35,4 und 244,1 pg/kg FS
(Median 94,9 pg/kg FS) in den 1%-jahrigen Fichtennadeln als Summe der 16 analysierten
Substanzen nachgewiesen (FS = Frischsubstanz). Dies sind im Vergleich zu anderen orga-
nischen Schadstoffen unerwartet hohe Konzentrationen, die in einer GréBenordnung liegen,
fir die bereits physiologische Wirkungen in Pflanzen in der Fachliteratur berichtet werden.
Die Konzentrationen wurden v.a. durch 4-Nitrophenol und 2-Nitrophenol dominiert. Mit Aus-
nahme von 2-Nitrophenol wurden im 2. Nadeljahrgang signifikant héhere Konzentrationen
als im 1. Nadeljahrgang nachgewiesen, was die spérlich vorhandene Literatur zu Ergebnis-
sen anderer Untersuchungen auf Nitrophenole bestatigt, wonach eine Anreicherung mit dem
Nadelalter stattfindet. Besonders im 2. Nadeljahrgang zeigten sich ausgepréagte, positive
Korrelationen zwischen den Nadelgehalten einzelner Nitrophenole.

Teilweise konnten Lageunterschiede in der Belastung identifiziert werden, wobei Standorte
nérdlich der Zentralalpen tendenziell hohere Gehalte aufwiesen als der Stiden des Bundes-
gebietes. Die zuséatzliche Untersuchung von drei Standorten eines Hohenprofils ergab ver-
gleichsweise hohere Konzentrationen in mittlerer Lage, was mit einem potentiellen Einfluss
von Inversionen bzw. der Inversionsobergrenze in Verbindung gebracht werden kann.

Leichtfliichtige halogenierte Kohlenwasserstoffe (LHKW) und Trichloressigséure
(TCA) in Fichtennadeln ‘

Leichtfliichtige halogenierte Kohlenwasserstoffe wurden wéahrend der letzten Jahrzehnte fir
verschiedene technische Zwecke hergestellt und eingesetzt (z.B. Losemittel, Entfetter). Die
Anwendung sowie die teilweise lange Lebensdauer fiihrten in den letzten Jahrzehnten zu ei-
nem Anstieg der in der Atmosphare nachweisbaren Konzentrationen. Hervorzuheben sind
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hier unter anderen 1,1,1-Trichlorethan und Tetrachlorkohlenstoff, die fiir den Abbau der
stratospharischen Ozonschicht mitverantwortlich gemacht werden und daher im 1989 ratifi-
zierten Montreal-Protokoll Beriicksichtigung fanden. Mittlerweile wurde die Anwendung die-
ser beiden Schadstoffe in zahlreichen Landern (u.a. Osterreich) durch gesetzliche Regelun-
gen drastisch eingeschrankt bzw. verboten. Einzelne LHKWs stehen in Verdacht krebserre-
gend zu sein. Auch pflanzentoxische Wirkungen wurden in verschiedenen Studien identifi-
ziert. Erheblich giftiger fir Pflanzen sind jedoch die Abbauprodukte der LHKWSs, worunter die
Trichloressigsaure (TCA) zu zéhlen ist. TCA wurde aufgrund dieser Wirkung in fruheren
Jahrzehnten als Herbizid angewendet. Die derzeit feststellbaren TCA-Belastungen der Um-
welt werden jedoch mit luftchemischen Bildungsmechanismen aus LHKWSs als Vorlaufersub-
stanzen in Verbindung gebracht. Aufgrund der ubiquitaren Nachweisbarkeit von LHKWs und
TCA sowie der vorliegenden Befunde zur Pflanzentoxizitit wurden diese Schadstoffe mehr-
fach mit den neuartigen Waldschaden in Verbindung gebracht.

Die Fichtennadeln der vorliegenden Studie wurden auf die LHKWSs Chloroform, 1,1,1-
Trichlorethan, Tetrachlorkohlenstoff, Trichlorethylen, Perchlorethylen, Bromoform und
Dibromchlormethan sowie auf Trichloressigsédure untersucht. Mit Ausnahme von Bromoform
konnten alle halogenierten Kohlenwasserstoffe in den Fichtennadeln nachgewiesen werden,
wobei Chloroform und TCA vergleichsweise héhere Konzentrationen aufwiesen. Die festge-
stellten Konzentrationssummen der LHKWSs in den Nadeln der entlegenen Standorte liegen
mit zwischen 6,2 und 23,9 pg/kg FS (Median 13,7 pg/kg FS) in den Y%-jéhrigen Nadeln sowie
zwischen 17,9 und 45,1 pg/kg FS (Median 29,7 ug/kg FS) in den 2%-jahrigen Nadeln in
einer vergleichbaren GréBenordnung mit Werten aus der Literatur fur landliche Gebiete und
auch Ballungsraume. Gleiches gilt fiir TCA, das in den %2-jahrigen Nadeln Gehalte zwischen
<0,5 und 23,3 pg/kg FS (Median 7,9 pug/kg FS) und in den 2%-jéhrigen Nadeln Gehalte zwi-
schen <0,5 und 87,1 ug/kg FS (Median 19,6 pg/kg FS) aufwies. Somit kdnnen diese Schad-
stoffe auch in entlegenen Gebieten Osterreichs in ahnlichen Konzentrationen wie in Bal-
lungsgebieten nachgewiesen werden. Hervorzuheben ist hier besonders 1,1,1-Trichlorethan
und Tetrachlorkohlenstoff, deren Anwendung zwar schon verboten wurde, die aber aufgrund
ihrer langen atmosphérischen Lebensdauer scheinbar noch lange in der Umwelt erhalten
bleiben werden.

Mit Ausnahme von Perchlorethylen wiesen die 2¥z-jahrigen Nadeln signifikant hohere Kon-
zentrationen als die z-jahrigen Nadeln auf, was fiir eine Anreicherung mit dem Nadelalter
spricht. Aufgrund der raschen Gleichgewichtseinstellung zwischen Nadel- und Umgebungs-
luftkonzentration bei den LHKWs ist dieses Ergebnis fiir diese Schadstoffe einigermafen
Gberraschend und wurde in anderen Untersuchungen auch bisher noch nicht beobachtet.
Einen méglichen Erklarungsansatz fir dieses Ergebnis liefern die festgesteliten Unterschie-
de der spezifischen Glutathion-S-Transferase-Aktivitdt zwischen den beiden Nadeljahrgan-
gen (siehe Teil 2). Gleich den Nitrophenolen ergaben sich zwischen alterem und jangerem
Nadeljahrgang keine Korrelationen zwischen den Konzentrationen. Offenbar bedeutet eine
héhere bzw. geringere Konzentration eines halogenierten Kohlenwasserstoffs im 1. Nadel-
jahrgang nicht zwangslaufig eine gleichlaufend héhere bzw. geringere Konzentration im
3. Nadeljahrgang. Der potentielle Einfluss der unterschiedlichen Expositionszeiten der bei-
den Nadeljahrgénge sowie mogliche, standortsabhéngige Unterschiede in bezug auf Auf-
nahme, Anreicherung, Metabolisierung und Entgiftung in den Nadeln kénnten am Zustande-
kommen dieses fehlenden Zusammenhangs beteiligt sein. Teilweise wurden Hinweise auf
eine Mitbeteiligung nadelinterner Entgiftungsprozesse an den voneinander abweichenden
Ergebnissen fir die beiden Nadeljahrgénge identifiziert.

Besonders bei den 2'-jahrigen Nadeln korrelierten einige LHKWs signifikant positiv. TCA
verhielt sich grundlegend anders, korrelierte nicht oder negativ mit den einzelnen LHKWs.
Die Standorte weisen daher unterschiedliche relative CKW-Muster, die sich aus den Pro-
zentanteilen der Einzelsubstanzen an der Summe aller analysierten halogenierten Kohlen-
wasserstoffe je Standort zusammensetzen, auf. Jene Gruppe von Standorten mit den
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héchsten Prozentanteilen an TCA im relativen CKW-Muster wies auch eine vergleichsweise
héhere TCA-Konzentration bzw. Summenkonzentration LHKW+TCA in den Nadeln auf.

LagemaBige Unterschiede in der Belastung wurden identifiziert, die aber in sich wider-
sprichliche Ergebnisse bei den beiden Nadeljahrgéngen zeigten, sodass ein eindeutig hdher
belasteter GroBBraum nicht abgeleitet werden konnte.

Neben den potentiellen Einflissen der Aktivitdit von Entgiftungsenzymen (Glutathion-S-
Transferasen, Glucosyltransferasen, siehe Teil 2) auf die nachgewiesenen Konzentrationen
von Nitrophenolen und chlorierten Kohlenwasserstoffen, standen Daten von einer Reihe von
weiteren Parametern fir eine Untersuchung auf eventuelle Zusammenhange zur Verfigung.
Von diesen zeigten v.a. meteorologische Parameter (z.B. Temperatur) Korrelationen mit den
Nadelgehalten. Allerdings waren auch diese Zusammenhénge sehr lose, sodass insgesamt
andere Ursachen fur die Unterschiede in den Konzentrationen zwischen den Standorten in
Betracht zu ziehen sind. Hier ist besonders die Schadstoffbelastung der fir die Nadelgehalte
verantwortlichen Medien in Betracht zu ziehen, wozu v.a. die Umgebungsiuft zu zahlen ist.
Ein weiteres erwdhnenswertes Ergebnis ist, dass nahezu kein Zusammenhang zwischen der
Kronenverlichtung der untersuchten Baume und den Schadstoffkonzentrationen in den Na-
deln festgestelit werden konnte. Wegen der unspezifischen Aussagekraft der Kronenver-
lichtung, die aufgrund einer Reihe von Faktoren verursacht sein kann, wére ein anderes Er-
gebnis allerdings auch sehr Uberraschend gewesen. Umso bemerkenswerter ist, dass ein
signifikanter, wenn auch sehr loser Anstieg der Kronenverlichtung mit Zunahme der Gehalte
zweier Nitrophenole in den Nadeln statistisch abgesichert werden konnte.

Auffallig ist ferner, dass in den élteren Nadeljahrgdngen die festgesteliten standértlichen
Konzentrationsunterschiede bei einzelnen Nitrophenolen und chlorierten Kohlenwasserstof-
fen durch standértliche Unterschiede der in Teil 2 untersuchten Glucosyltransferase-
Aktivitaten beeinflusst zu sein scheinen: Signifikante Abnahmen der Konzentrationen einzel-
ner halogenierter Kohlenwasserstoffe und Nitrophenole in den alteren Nadeln mit Zunahme
der GT-Aktivitat wurden festgestellt. Weiters konnten Zusammenhange zwischen den Kon-
zentrationsverhéitnissen alterer zu jiingerer Nadeljahrgang und den Glucosyltransferase-
Aktivititen teilweise abgesichert werden, was mit den fehlenden Korrelationen zwischen den
Konzentrationen der Nitrophenole sowie halogenierten Kohlenwasserstoffen im élteren und
jungeren Nadeljahrgang in Zusammenhang stehen kénnte. Hervorzuheben ist hier beson-
ders auch die signifikante Abnahme der Konzentration von 2-Nitrophenol in den alteren Na-
deln mit Zunahme der Glucosyltransferase-Aktivitéat. 2-Nitrophenol war das einzige Nitrophe-
nol, das keine Zunahmen, sondern Abnahmen mit dem Nadelalter zeigte. Bemerkenswert ist
auch, dass die Konzentration von Chloroform und Tetrachlorkohlenstoff mit Zunahme der
Glucosyltransferase-Aktivitiat im 3. Nadeljahrgang signifikant abnimmt, wahrend das Verhélt-
nis Chloroform/Tetrachlorkohlenstoff mit Zunahme der Glucosyltransferase-Aktivitat signifi-
kant zunimmt. Dies ist besonders deshalb erwadhnenswert, da die Umwandiung von Tetra-
chlorkohlenstoff zu Chloroform in biologischen Systemen in der Fachliteratur beschrieben ist
und Chloroform in den Nadeln einen vergleichsweise zu Umgebungsluftmessungen héheren
Anteil im relativen CKW-Muster aufweist. Dies kdnnte einen Hinweis darstellen, dass die
Glucosyltransferase-Aktivitat in die Umwandlung Tetrachlorkohlenstoff zu Chloroform und
den weiteren Abbau von Chloroform in den Nadeln involviert ist. iInsgesamt sind diese statis-
tischen Zusammenhédnge zwischen Enzymaktavntaten und Schadstoffkonzentrationen in den
Nadeln nicht unplausibel, bedirfen jedoch einer weiteren Uberpriifung und Absicherung in
nachfolgenden und aufbauenden Untersuchungen.
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6 ANHANG
6.1 Korrelationstabellen

Tab. 1.8: Spearman-Rank Korrelationskoeffizienten zwischen den Nitrophenolgehalten und anderen
Parametern (Gehalte auf Frischsubstanz bezogen; n = 25 — mit Ausnahme der mit * ge-
kennzeichneten Parameter; * p< 0,05, ** p < 0,01)

2NF aNFla-m2] 24] SUM 2:NA anNFla-m2]3-M4a] 26 4m] 6M] 24] SUM
NPl DNPF| NP NP NP{DM4{ 26/ 244 DNP NP
NP DNP| DNP
Nt Nt N1l N N2 N N2 N N2 NP N N2

4-NP, N1
4-M-2-NP, N1

> 4-DNP, N1
2-NP, N2

4-NP, N2
4-M-2-NP, N2
3-M-4-NP, N2

D 6-DM-4-NP, N2
4-M-2,6-DNP, N2
6-M-2,4-DNP, N2
2 4-DNP, N2

T10 '

75-10 '

T1-12 '

INS10 '

NS5-10 '

INS1-12 '

EN X, é

ENPB **
(GSTCDNB, N1
IGSTDCNB, N1
PROTEIN, N1
GSTSACDNB, N1
IGSTSADCNB, N1
GSTCDNB, N2
GSTDCNB, N2
PROTEIN, N2
IGSTSACDNB, N2
GSTSADCNB, N2

374

GSH, N1 * ,121) -22¢ -234] - 275 -,144]

GSSG, N1 ¥ A17 -241 -167] -228 - 125

IGSH, N2* 235 076 ,208 ,037] ,201 ,053 ,186 -226 ,130
GSSG, N2 * 497, 109 376 132 ,338 -121] ,30d -,100 ,182
GTTCP,N1* 4000 310 ,153 ,136 ,233

GT2NP, N1* 550 1171 077 441 ,333

IGT4ANP, N1 * A7 -385 -528 ,034 -233

GTP, N1~ 467 218

GTTCP, N2* -515 -343 ,035 ,014
GT2NP, N2 * ,046] ,028 -,098 -469
GT4NP, N2 * 112 126 -,147] -,462
GTP, N2* -410 -259 -077 -,182
TCM, N1 ,047] -,053

TCE, N1 244 082

TETRA, N1 374 -,066

TRI, N1 283 -,0820 ,057] -,213 ,041
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Tab. 1.8: Fortsetzung

2-NF| 4NPla-M2] 24 suM 2-NF a-nPl4-M-2{3-M-4i 2,6{ 4-M{ 6-M{ 24 SUM
NP| DNP| NP NPl NP DM4{ 261 241 DNP| NP
NPl DNP| DNP
Nl Nt oNtf N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2 N2
PER, N1 149 -143 125
TCA, N1 - -254 086 -,155
i HKW+TCA, N1 -013 -138 -285 -,169 -,078
i HKW, N1 335 -033 065 -349 111
pH(CaCl), 0° -027] -256 -200 -,039 -,159 -249 004 -298 -,110
pH(H:0), 0° 033 -251 -198 -084 - 168 -,239 034 -211] -,124
bH(CaCl), B1 084 -23d -257] 1200 - 119 -366 -063 -,190 193 -259 -078
pH(H-0), B1° 094 -117] -,152 187 -056 -389 -084 -215 1870 272 -.070
SEEHOHE 108 -08d -117 -084 -117] -311 -029 - 147 -337 -299 -261 q . 097
IBESTANDESALTER =2 250 -344 -,305 -,159 -,181 -.108 -150 -12d -22d -18d 227 -,143
wQ*? 119 224 -.144] -007] 122
EPI* -264 -042 -117] -329 -,145
Datenquelle: )

! berechnet aus Daten von [69], 2 [70], * [72], * [75]

Tab. 1.9: Pearson Korrelationskoeffizienten zwischen den Nitrophenolgehalten und anderen Para-
metern (normalverteilte Variablen; Gehalte auf Frischsubstanz bezogen; n = 25 — mit Aus-
nahme der mit* gekennzeichneten Parameter; * p < 0,05, ** p < 0,01)

2-N 4-NP|4-M-2-NP]| 2,4-DNP| SUMN 2-NP| 2,6-DM{ 4-M-2,6{ 2.4-DNP| SUM NP
N1 N1 N1 N1 N1 N2 4-NP, N2 DNP, N2, N2 N2

b, 4-DNP, N1 119 -
2-NP, N2 -010 . -,088
b 6-DM-4-NP, N2 -,229 ,209
b 4-DNP, N2 -,091 -,250 0751 010
T10 ,359 ,052) ,336 277 ,076
T5-10 ' ‘ 352 115 264 - 294 ,004]
T1-12 ,369 ,060 271 ,288 ,098
NS10 T -,27 ,153 ,275) 247 ,309
INS5-10 | -,351 ,134 -1771 -3 ,187,
NS1-12 1 -,332 ,124) -054  -075 ,237
GSTCDNB, N1 244 ,140
GSTSACDNB, N1 116 ,346 . -
GSTCDNB, N2 ,097] ,032 058 -,026)
PROTEIN, N2 ,166 077 ,236 317
GSTSACDNB, N2 -,038 ,045 -188  -,285
GSTSADCNB, N2 ,028 ,089 -
GTTCP, N1~ .18 69 223
GT4NP, N1 _-521 -156  -,393
GTTCP, N2~ -1200  -31 ,068
GTANP, N2 ¥ -,308 -,220
TCM, N1 -,389
TCE, N1 ,387]
TCA, N1 07
i HKW+TCA, N1 -1
it HKW, N1 -,352
pH(CaCl), 0 ° -,157] -308 -,014
pH(H20), 0 ° -,146 -,011
SEEHOHE * -,082 171
BESTANDESALTER ** ,099 -,220 -,22
Datenquelle: :

! berechnet aus Daten von [69], 2[70], ° [72]
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Tab. 1.10: Spearman-Rank Korrelationskoeffizienten zwischen den Nitrophenolgehalten und anderen
Parametern (Gehalte auf Trockensubstanz bezogen; n = 25 — mit Ausnahme der mit * ge-
kennzeichneten Parameter; * p< 0,05, **p < 0,01)

2.NP|  4NP| 4-M-2] 244 SuM 2NF 4-NP 4M-2] 3m4]26-DMfa-m26l6-M24]  24] su
NF| DNP) NP] NP NP 4NPl DNPl DNPl DNP| NP
N1 N1 N1 N1 Nd N2 N2} N N: N2 N2} N N2
4-NP, N1
4-M-2-NP, N1
[.4-DNP, N1
NP, N2 -048 058
4-NP, N2 418 2
4-M-2-NP, N2 -148 084 -214 05§
3-M-4-NP, N2 085 209 -06d 074
[2.6-DM-4-NP, N2 -148 301 ,3d 26 ,35 ,342
4-M-2,6-DNP, N2 038 148 -004 16 -,20 1 -01 ,334
-M-2,4-DNP, N2 261 130 -02¢ 266 -033 244 15§ 126
,4-DNP, N2 0t 0ed 004 -103 164 149 -31d 069
10' 14 o089 1 141 02 131 207 .134 070
5-10° S 191 06 \ ,046 059 323,258 ,101
T4-12" 248 041 046 05§ 023 08 333,233 074
INS10° -2560  ,00d -082 ,118 2 34 228 34
INS5-10 ' -358  -004 096 094 000 1 -084 - 224 - -131  -021
S1-12 -3560 008 ,094 086 083 2 -018  -,197] -038 -18! 066
N*? 001t 103 -130 - 382 031 -1 -10d -2 A 24 026
ENPB*? g4 176 -124 134 A0 349 37 A 0700 384 -134 342
TCM, N1 209 025 -029 -384
TCE, N1 311 13d -044 379
ITETRA, N1 A41 279 03%
TRI, N1 , 059 144 -076
PER, N1 06d 2271 -125
TCA, N1 -187] -06d -174 092
KW+TCA, N1 1371 -03d 149 -094
L, N1 o1 2od 22
SCL, N2
pH(CaCl), 0 * -012] 24 -1 - 17
pH(H.0), 0 ° -017] -244 -199 -216
pH(CaCl), 81° 086 -239 -304 -0393
pH(H;0), B1 ° 086 -123 -199 030
ISEEHOME * -109 -047] -073 -025
BESTANDESALTER*?| 300 -28d -2671 -11
HCB, N1(93) ° -,00 123 -054 310
DDX, N1 (93) ° 244 044 008 236
HCH, N1 (93) ° -104 200 -054 2923
PAH, N1 (93) ° 072  osd 00§ 103
PCB, N1 (93) ° -048  -116 -066 088
IPCDD/F, N1 (93)° -193 -31§ -050 220
ICd, N1 (93) ° Kl -1 -08% )
Pb, N1 (93) * 015 -06d 004 079 -
WQ*¢ 1700 a7 148
P4 -208 -061 -112 -318
, N4 - 12 -1571
N, N1 ¢ ] 255 008 -124 -14
Ca, N1 * 434 .05 -1 -127]  -012
K, N1* 075 179 354 24 143
Mg, N1 * 058 118 047 -077 -097
o, N1* 04 042 038 -013 019
u N1* -038 183 073 -154 04
L N1* 21 A71 233 093 151
M, N14 - 15 050 091 ,334 -03¢
Fe, NT1%* 068 2 - 151 213
Al N1 >4 0668 087 011 308 081
IN100, N1 300 219 007 -144 27
Datenquelle:

" berechnet aus Daten von [69)}, 2 [70], ® [72], * [75], ® [41]
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Tab. 1.11: Pearson Korrelationskoeffizienten zwischen den Nitrophenolgehalten und anderen Para-
metern (normalverteilte Variablen; Gehalte auf Trockensubstanz bezogen; n = 25 — mit
Ausnahme der mit* gekennzeichneten Parameter; * p< 0,05, **p < 0,01)

2-NP, N1[2,4-DNP, NI[SUMNP, N1l 2-NP, N2 2,6-DM-4-NP, N2 2,4-DNP, N2 SUM NP, N2}
D 4-DNP, N1 ,186
NP, N2 1023 -,078 -,021
> 6-DM-4-NP, N2 -,208 213
D 4-DNP, N2 ,015 -,166 ,037
T10 ' ,310 ,049 ,159 ,331 ,262 -,241 076
T5-10 ' 316 ,104) 71 277 Ty
T1-12 ,335 ,161 ,284
NS10 ' =277 -,048 257 ,208 -,197 ,289
INS5-10 ' -,381 -,118 -,244 -214 -,257 127
NS1-12 -,367 -,089 -,121 -,151 -,269 179
TCM, N1 289 ,160
TCE, N1 ,230
| HKW+TCA, Nt 19 -,054
SCL, N1 -,19 ,146 _
SCL, N2 -113 -129 118 1133
pH(CaCl), 0 -,032 -,236 17 -,270 -,002
pH(H20), 0 ° -,044 -,230 -14 -,202 ,002
SEEHOHE * -,196 -,051 -,14 S aee G - 377
BESTANDESALTER *~° ,140 -7 -,201 ,041 -,07! -,201
HCB, N1 (93)° 006 ,331 -,017 24 -,050 127
HCH, N1 (93) ° -,062 ,320 -,299 ,298
iCa, N1° ,137] -,113 ,
K, N1 % ,070 174 A5
Mg, N1° 074 -,097 -,003
P, N1° ,024 -,132 011
Cu, N1 ? -,081 -,199 ,095
Zn, N1 ° ,087 ,106 ,2086
Mn, N1 * -,185 ,284 - 118
IN100, N1 ,349 -,039 ,208
Datenquelie:

! berechnet aus Daten von [69], 2 [70], ° [72], * [75], ° [41]
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Tab. 1.12: Spearman-Rank Korrelationskoeffizienten zwischen den LHKW- bzw. TCA-Gehalten und
anderen Parametern (Gehalte auf Frischsubstanz bezogen; n = 25 — mit Ausnahme der mit
* gekennzeichneten Parameter; * p< 0,05, **p < 0,01)

TcM TCHTETRN TRl PER TCALHKW+ [ LHKW TCM TCHTETRA| TRl PER TCALHKW+ | LHKW
N1l N1 N1 N1 N1f NYTCANY| Nif NI N3 N3 N4 Nd NITCA NI N3
TCE, N1
FETRA, N1
TRI, N1
PER, N1
TCA, N1
TCM, N3
TCE, N3
TET, N3
TRI, N3
PER, N3
TCA, N3
T10 ' 37 214
75-10 1 3401
T1-12" ,324
INS10 ' -1 ,303
NS5-10 -292 124
NS1-12° -319 145
N2 A -,06!
IENPB * H 065 151
IGSTCDNB, N1
GSTDCNB, N1
PROTEIN, N1
IGSTSACDNB, N1
GSTSADCNB, N1
IGSTCDNB, N3 -083 -196 -179 -10§ -1 ,25: 2200 -1
IGSTDCNB, N3 -113 -22¢ -074 014 -05 § -, 117
PROTEIN, N3 231 -153 207 094 205 -1 -1 114
IGSTSACDNB, N3 -248 004 -266 -149 -236 ,201 199 -21d
IGSTSADCNB, N3 -240 -10§ -165 -070 -119 364 ,337 -,170
IGSH, N1 * 021 -034 -080 340 -02d
GSSG, N17* 06 -01d -041 380 018
GSH, N3 * 2571 .,087 088 .86 ,239 .60d 657 ,086
GSSG, N3* 257 -029 200 143 200 257 08§ ,200
IGTTCP,N1* 0500 -281 -427 -274 o0sd -033 -083 ,200
GT2NP, N1 * -233 -o8g -00d .65 000 .1 -083 ,133
GT4NP, N1 * 0500 -o069 .09 4594 367 -150 1000 ,233
GTP, N1* -033 -409 -402 -o26 ,033 -08y -167 233
IGTTCP, N3* COBIBY  -,232 CaREE A AN 2071 -448 -510 -534
GT2NP, N3 * \ 352 098 249 1794 182 210
IGTANP, N3 * -3 000 -269 -281 151 -12d -070
GTP, N3* 618 169 512 -5371 446 -, -37d  -,384
R-NP, N1 ,047] : ] -27 -013 ,335
4-NP, N1 -,053 -094 138 -,033
4-M-2-NP, N1 -,075 -254  -285 068
.4-DNP, N1 , -162 -,349
ISUM NP, N1 -03 -158 -078 111
pH(CaCl), 0 * ,047] 32 7| -o0i1] 8d 069 19 183 04d -07d 023 1
pH(H.0), 0 * 105 Jod 065 051 201 110 171 166 078 -204 -1oq ,203
(CaCl), B1 3 ,021 2071 039 -058 ,163 043 ,152 ,23d 129 -074 ,201
.pH(H:0),B1° 028 ,165 -/ A 240
SEEHOHE 2 -,039 -,069
BEST.-ALTER*? | -,312 179 - -1300 -,297
wQ >4 -,357 1671 -123 -394
EPI 4 -,049 -071]  -326 -,176
Datenquelle:
' berechnet aus Daten von {69}, 2 [70}, ° [72], * [75]
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Tab. 1.13: Pearson Korrelationskoeffizienten zwischen den LHKW- bzw. TCA-Gehalten und anderen
Parametern (normalverteilte Variablen; Gehalte auf Frischsubstanz bezogen; n = 25 — mit
Ausnahme der mit* gekennzeichneten Parameter; * p< 0,05, ** p < 0,01)

TCE PER TCA] LHKW+H LH TCM TCH TETRA| TR PER TCAl LHKW4 LHKW
N1l N1 N1 TCA, Nt Nif N3 N3 Nd N N3 N3 TCA N3 N3
TCE, N1
TCA, N1 L0086
TCM, N3 ,242 -,071 -,209
[TCE, N3 ,094 -195  -,063
TETRA, N3 ,155 009  -175
TRI, N3 ,084 -,026
110 ,073 229 169 301 ,14d ,059
T5-10 ' ,077, 142 as2d 206 317 352
T1-12 143 ,230 295 346 ,314 ,328
NS10 022 -,207] -023  -,203 o7a ,017] 178 -,081
INS5-10 ' 029  -281 039 -002 171 ,012
NS1-12 7 .022  -283 049 083 ,199 -,004
GSTCDNB, N1 ,069 1142
IGSTSACDNB, N1 140 -317
PROTEIN, N3 208 -184 191 ,117
GSTSACDNB, N3 ~ -199 137 -202 -084
GSSG, N3 * 6971 376 481 ,504] 237 ,787] 569
GTTCP, N1 * 353 -294 012 -167 173
GT4NP, N1 * 104 -074 502 -011 359
IGT2NP, N3 * ,087 104 141
IGT4NP, N3~ -332 289 -323 -330 245  -232 - 115
2-NP, N1 21 -,230 ,023
> 4-DNP, N1 389 387 079 - 177
bH(CaCl), 0 ° -,080 -,008 181 ,090 132 218
pH(H:0), 0 ° -069 ,019 119 ,020 127 212
SEEHOHE “ -126) -,343 -,098 -,107 -,388] -,422"
EST.-ALTER*Z| -,195 -,129 212 248 -,254 - 178
Datenquelle:

! berechnet aus Daten von [69], ? [70], ° [72]
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Tab. 1.14: Spearman-Rank Korrelationskoeffizienten zwischen den LHKW- bzw. TCA-Gehalten und
anderen Parametern (Gehalte auf Trockensubstanz bezogen; n = 25 — mit Ausnahme der
mit* gekennzeichneten Parameter; * p< 0,05, **p < 0,01)

TCM  TCH TETRA TRI PER TCALHKW+ TCM  TCE TETRA TRE PER  TCALHKW+
N1 N1 N1 N1 N1 N1[TCA, N1 N3 N3 N3 N3 N3 NJTCA, N3

ITCE, N1
YETRA, N1
TR, N1
PER, N1 :
[TCA, N1 s
TCM, N3
TCE, N3
TET, N3
[TRI, N3
PER, N3
TCA, N3
T10 '
T5-10
T1-12 "
NS10!
NS5-10 *
NS1-127
EN Xe
ENPB*?
-NP, N1
4-NP, N1
4-M-2-NP, N1
b,4-DNP, N1
ISUM NP, N1
SCL, N
ISCL, N3
pH(CaCl), 0 ? o1 -11d 129 -304 .22 299 073
pH(H,0), 0 * 03d -159 197 -289 -169 166 -034
(CaCl), Bt * -040 080 122 -34d -204 161 -034
pH(H,0), B1? 041l 08 127 -34d9 19§ 104 -,103
ISEEHOHE -008 -259 033 .04 174 -071 -1086
BEST.-ALTER ** -2520 03d ,05Q 228 354 197 252
HCB, N1 (93) ° -,156
ODX, N1 (93) ° ,186
HCH, N1 (93) ° -,054)
PAH, N1 (93) ° - 117
PCB, N1 (93) ° -1
PCDD/F, N1 (93) ° -21d 237 o04d 119 018 204 11 0600 -361 -007 -179 -393 -208 327
Cd, N1 (93) °
b, N1 (93) 3
QK‘
Ep*
s.N1™?
N, N14
Ca, N1*
K, N1*
Mg, N1*
P, N1*
Cu, N1*
Zn, N1 4
Mn, Nt 4
Fo, N1%*
AL N1 *4
IN100, N1
IN100, N3 *

Datenquelle:
! berechnet aus Daten von [69], 2 [70], 3 [72), * [75], ° [41]

- 121

306

- 211
=311
-,350
12

,034)

044 -184 0977 099 -208 -220
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Tab. 1.15: Pearson Korrelationskoeffizienten zwischen den LHKW- bzw. TCA-Gehalten und anderen
Parametern (normalverteilte Variablen; Gehalte auf Trockensubstanz bezogen; n = 25 — mit
Ausnahme der mit* gekennzeichneten Parameter; * p< 0,05, **p < 0,01 )

TCM, N1]  TCE, NTLHKW+TCA,Nif TCM,N3 TCE,N3 TETRA,N3 TRIL N3 PER, N3
TCE, N1 ,103 :

TCM, N3 211 ,210 ~252)

TCE, N3 ,270 ,002 -,197] ,395

TETRA, N3 -,286 127 -,19 ;357

TRI, N3 -,238 231 -,02 ,32

PER, N3 -,143 ,386 ,331

T10 ' ,198 ,060 ,268 ,102

T5-10 ' 116 ,287 ,286) ,301

T1-12" ,206 ,275 ,342 ,3086

NS10 ' -,224 ,082 ,033 ,194

NS5-10 ' -,352 -314 -,380 ,004 -,011 ,160

NS1-12 1 -,250 -,283 -,385 -,008 ,070 ,183 -,03 ,320
D-NP, N1 ,198

D 4-DNP, N1 ; ,373 -,152

ISUM NP, N1 .16 ,230 -,054

SCL, N1 -,261 -,312 -,118

SCL, N3 -,191 -,091 ,088)
pH(CaCl), 0 ° -,187 -,105) -,030 ,157 ,254 ,152)
pH(H:0), O ° -,183 -,084 -,104 141 ,231 134
SEEHOHE * -,065 -,290 -,040 -,364 -,358 -231
BEST.-ALTER 2 -, 110 -,055 ,329 -,222 -,112 -,116
HCB, N1 (93)° -,097] ,229 131 , ,050 -,011 -,371
HCH, N1 (93) ° -,034 ,145 -,249 ,346 ,382 _,400 ,183 147,
Ca, N1° -,091 -,088 112

B, N1 ° -,070 ,074 ,357

Mg, N1 * -140

P, N1° ,254

fzn, N1

Mn, N1 ¢ -,069

IN100, N1 ,2571

IN100, N3 * ' -071 ,080 -,043 ,201 ,151
Datenquelle:

' berechnet aus Daten von [69], 2 [70}, ® [72], * [75], ° [41]

Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria Monographie 123 (2000)




56 . Teil 1 Halogenierte Kohlenwasserstoffe und Nitrophenole in Fichtennadein

6.2 LagemaBige Darstellung der Nitrophenol- und CKW-Gehalte in den Fich-
tennadeln

Einheit=ug/kg FS
o n.n » 3

>n.n. - 9,25
>9,25-18,5
¢ >185-2775
© >27,75-39,0

@
©

®
Innsbruck

@17

= Punkte 11, 12, 13 Hohenprofil Achenkirch

Einheit=ug/kg FS

>n.n. - 5,1

>5,1-10,2
>10,2 - 15,3
_>15_,3 -20,4

©Olo o

18

* Innsbruck
0,17

» Punkte 11, 12, 13 Héhenprofil Achenkirch

Abb. 1.23: 2-Nitrophenol im 1. Nadeljahrgang (oben) und im 2. Nadeljahrgang (unten).
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Einheit=pgfkg FS ,
o nn

>n.n.-1,1

o >11-22
@ >22-33
>?:§-4,4

[ )
Innsbruck

@:17

A
L T Graz
et (//"
_ 24
€L 25
Kiagenfurt
®

* Punkte 11, 12, 13 Héhenprofil Achenkirch

Einheit=ug/kg FS
>n.n.-25
>2,5-5,0
>5,0-75
>7,5-10,0
>10,0 - 15,0

® Innsbruck
o 17

22\
8

NS
n
3]

Klagenfurt
° g

* Punkte 11, 12, 13 Hohenprofil Achenkirch

Abb. 1.24: 4-Methyl-2-Nitrophenol im 1. Nadeljahrgang (oben) und im 2. Nadeljahrgang (unten).
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Einheit=ug/kg FS

n.n.

>n.n.- 18,6

>18,6 - 37,2

ezt

>37,2-55,8

>55,8-74,4

Zenregicn

>74,4-1116

>111,6- 148,8 .
dentegtie o 13

@®eocc- - -

Bregerg

[ )
Innsbruck

@17

= Punkte 11, 12, 13 Hohenprofil Achenkirch

Einheit=p9/kg FS
>n.n, - 34,75
>34,75 - 69,5
69,5 - 104,25
>104,25 - 139,0
" 5939,0- 2085

Jegtenlsn

‘.f@@‘e )

* Punkte 11, 12, 13 Héhenprofil Achenkirch

23 Klagenfurt
[ ]

o]

Kiagenfurt
o g

Abb. 1.25: 4-Nitrophenol im 1. Nadeljahrgang (oben) und im 2. Nadeljahrgang (unten).

Monographie 123 (2000)

Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria




Anhang

59

Einheit=pg/kg FS

o >nn.-1,05
o >1',_05-2,1
@ >21-315
) >3,15-4,2
e JeEginT
) 13
@ |12
: 1
Bregerp 1 10 18
@
.Innsbruck

o 17

Klagenturt
[ ]

= Punkte 11, 12, 13 Hohenprofil Achenkirch

Einheit=ug/kg FS

o >n.n. - 1,2

o >1,2-24 .
— Mepign
1)) >2,4-3,6
) ?3,6 -48
6
. o}
i3
12 ®salzbiig
11
Breger 18
@
[
\nnspruck 18
o7 @
' o
25
23
© .Klagenfun qs

= Punkte 11, 12, 13 Hohenprofil Achenkirch

Abb. 1.26: 2,4-Dinitrophenol im 1. Nadeljahrgang (oben) und im 2. Nadeljahrgang (unten).
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Einheit=ug/kg FS

o >nn.-27 ©
o >27-54 @
e v N
@ >54-81 . L

Linz. ‘4 5

6 St. Polten
— i 7 (= 8
Ly 1138
| qi | ®saizbi; °
ERTTEC M i (L |12 14% 15
. 3 ;
Bregeny 10 ﬂ " 18 W\D
o] 3
° 20
1I;msbmck 19 4 o
o)
.Graz
25
()
= Punkte 11, 12, 13 Héhenprofil Achenkirch
Einheit=pg/kg FS
3

o >nn.-07
>0,7-14
S14-21
??,_1 -2,8

08lo

= Punkte 11, 12, 13 Hahenprofil Achenkirch

Abb. 1.27: 3-Methyl-4-Nitrophenol (oben) und 2,6-Dimethyl-4-Nitrophenol (unten) im 2. Nadeljahrgang.
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Einheit=ug/kg FS

o >nn.-155

o >155-31

@ >3.1-465

© >465-62

J\N

¢ |13 O isenstatit
O 12
;111

Bregery 10 — . 18

@
hd Innsbruck ?V

L o 20
19
O 17 ﬁq\%wﬂv\’\:b .Graz

° 25
23 K furt
o . agen o
» Punkte 11, 12, 13 Hohenprofit Achenkirch
Einheit=ug/kg FS
3
o >‘n.n. -0,6 y
o >06-12 . R
@ >12-18 2
[

O >18-24
" >2,4-36
‘ >3,6-4,8

23 Klagenfurt
[ ]

» Punkte 11, 12, 13 Hohenprofil Achenkirch

Abb. 1.28: 4-Methyl-2,6-Dinitrophenol (oben) und 6-Methyl-2,4-Dinitrophenol (unten) im 2. Nadeljahr-
gang.
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Einheit=ug/kg FS

o >n.n.-305

© >305-61,0 1

@ >610-915 L [

@® >915-1220 ‘

_._”jazo 183,0 lnz 4
. o 7

Bregerg

° 20
innsbruck 19 o
@7 o
24
@
23 Klagenfurt
o o .

= Punkte 11, 12, 13 Héhenprofil Achenkirch

Einheit=ug/kg FS
>n.n. - 47,5
>47,5- 95,0

- Wesiar
>95,0- 142,5
>142 5-190,0

>1900 285,0

Tenteglo

1‘1@@% °

. Innsbruck
o 17‘

= Punkte 11, 12, 13 H6henprofil Achenkirch

Abb. 1.29: Summe der Nitrophenole im 1. Nadeljahrgang (oben) und im 2. Nadeljahrgang (unten).

Monograph‘ie 123 (2000) Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria




Anhang 63

Einheit=pg/kg FS

o >nn.-425
e >425-85

Mectian

@ >8,5-12,75
@ >12,75-17,0

2-edian

d Innsbruck
o 17

& N

» Punkte 11, 12, 13 Hohenprofil Achenkirch

Einheit=ug/kg FS

o >nn-95

e >95-19,0

Mecian

I2)) >19,0-28,5
@ >285-380

2eMedler:

g Innsbruck
o V7

Uil Rl

= Punkte 11, 12, 13 Hohenprofil Achenkirch

Abb. 1.30: Chloroform im 1. Nadeljahrgang (oben) und im 3. Nadeljahrgang (unten).
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Einheit=ug/kg FS
[e] n.n.

¢ >nn.-03 ' ;
>03-08

. Innsbruck
o 17

»  Punkte 11, 12, 13 Hohenprofil Achenkirch

Einheit=ug/kg FS
o >nn.-095
o >095-19
© >19-285
>2,85- 3,8

hd Innsbruck
¢ 17

»  Punkte 11, 12, 13 Hdhenprofil Achenkirch

Abb. 1.31: 1,1,1-Trichlorethan im 1. Nadeljahrgang (oben) und im 3. Nadeljahrgang (unten).
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Einheit=ug/kg FS 3

o >n.n.-03

i Innsbruck
o V7

» Punkte 11, 12, 13 Héhenprofil Achenkirch

Einheit=ug/kg FS .
o >nn.-075

o] >0,75 - 1,5 )

© >15-225 M
© >225-30

5
@ >3,0-45 e Q:rj ) @
w_ ‘ . St. Poiten
8 .
@]

2

- O
O |13
0 !12 ®5alzb

] 5T
Bregenp 10 ‘
o

18 7
® |nnsbruck o 2
17nns ruci 19 O
S °
¢ ° Graz
24
22 ‘ o
@ 25
23 Kiagenfurt
o [} ©

* Punkte 11, 12, 13 Héhenprofil Achenkirch

Abb. 1.32: Tetrachlorkohlenstoff im 1. Nadeljahrgang (oben) und im 3. Nadeljahrgang (unten).
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Einheit=ug/kg FS

3
>n.n. - 1,95

®
Innsbruck

@17

Punkte 11, 12, 13 Hohenprofil Achenkirch

Einheit=ug/kg FS

o >n.n.-185

1
o >185-3,7

Healan

@ >37-555
>5,55-7,4
Jadegion

i Innsbruck
o 17

= Punkte 11, 12, 13 Héhenprofil Achenkirch

Abb. 1.33: Perchlorethylen 1. Nadeljahrgang (oben) und im 3. Nadeljahrgang (unten).
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Einheit=pg/kg FS
n.n. 3

>n.n.-3,85
>3,95-79

Mesign
>7,9-11,85
>11,85- 15,8

>i58-237

Zetesion

®co): - o

®"
d Innsbruck

@

Klagenfurt
. gen

= Punkte 11, 12, 13 Héhenprofil Achenkirch

Einheit=ug/kg FS
o n.n.

o >nn.-98

o >Q,8-19,6
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@® >204-392
@ >392-588 @

<eiegice

>78,4-98,0

st
AN YERT,

* Punkte 11, 12, 13 Hohenprofil Achenkirch

Abb. 1.34: Trichloressigsédure im 1. Nadeljahrgang (oben) und im 3. Nadeljahrgang (unten).
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Einheit=ug/kg FS

o >n.n.-12,1
o >12,1-242
@ >242-363
© >363-484

®
Innsbruck

<D17

= Punkte 11, 12, 13 Hohenprofil Achenkirch

Einheit=ug/kg FS

o >n.n.-2475
o >?4,75 - 49,5

@ >495-7425
© >74,25-99,0

5

i Innsbruck
o 17

* Punkte 11, 12, 13 Hhenprofil Achenkirch

Abb. 1.35: Summe der leichtfliichtigen halogenierten Kohlenwasserstoffe plus Trichloressigséure im 1.
Nadeljahrgang (oben) und im 3. Nadeljahrgang (unten).
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Abb. 1.36: Lage der Standorte mit dhnlichem, relativen CKW-Mustér im 1. Nadeljahrgang (oben) und
im 3. Nadeljahrgang (unten) auf Basis der Clusteranalysen.
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TEIL 2: GLUTATHION-S-TRANSFERASE- UND GLUCOSYL-
TRANSFERASE-AKTIVITAT IN FICHTENNADELN

1 EINLEITUNG

Alle Lebewesen sind sténdig einer Vielzahl potentiell toxischer Substanzen ausgesetzt, die
entweder in der Natur entstehen (Waldbrande, Vulkanismus, Biomassezersetzung), von an-
deren Lebewesen gebildet werden (tierische Gifte, Allelochemikalien, Produkte des pflanz-
lichen Sekundarstoffwechsels), oder, vor allem seit Beginn der Industrialisierung, in zuneh-
mendem Maf durch anthropogene Aktivitdten in die Umwelt entlassen werden. Im Laufe der
Evolution haben die Lebewesen Strategien entwickelt, die es ihnen erméglichen, sich vor
den schadlichen Auswirkungen von Fremdstoffen (Xenobiotika) zu schiitzen. Dies ist vor al-
lem fir Pflanzen essentiell, da sie als sessile Organismen ortsgebunden und den eventuel-
len Schadstoffimmissionen in vollem MalB3e ausgesetzt sind.

Die Entgiftung und Metabolisierung von Xenobiotika anthropogenen Ursprunges durch
Pflanzen ist in den letzten Jahren zunehmend in den Mittelpunkt des Interesses geruckt, da
die Befrachtung naturnaher Okosysteme mit organischen Schadstoffen besorgniserregen-
den Umfang erreicht, andererseits der Eintrag von Agrochemikalien in landwirtschaftsnahe
Okosysteme stark zugenommen hat (Debus et al. 1989, Reischl et al. 1989, Miiller 1990).
Trotz dieser Entwicklung ist der Entgiftungsstoffwechsel nur fir wenige Nutzpflanzen (La-
moureux & Rusness 1989) und wenige "Unkrauter” von gréBerer landwirtschaftlicher Be-
deutung (Hatton et al. 1996) untersucht und aufgedeckt worden. Der Entgiftungs-
stoffwechsel fir Xenobiotika in Pflanzen (Abb. 2.1) wird generell in drei Phasen eingeteilt
(Shimabukuro & Walsh 1978, Coupland 1991, Sandermann 1992, 1994).

Xenobiotikum,
Pestizid

V4

Phase I:
Aktivierung

Phase li:
Konjugation

_ Phase ll:
Sekunddérkonjugation

Abb. 2.1: Schematische Darstellung des Entgiftungsstoffwechsels in Pflanzen und Tieren (nach Kno-
op 1904, Coupland 1992, Sandermann 1994, verdndert).

Phase | dient der Aktivierung von Xenobiotika fur die folgenden Prozesse. Dabei werden
mittels Oxidation, Reduktion oder Hydrolyse reaktive Gruppen in das Fremdstoffmolekul ein-
gefligt, die in der folgenden Phase il als Ansatzstelle fir die Konjugation mit hydrophllen or-
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ganismuseigenen Verbindungen dienen. In der Phase lIl werden die Konjugate einem Abbau
unterworfen und durch interne Kompartimentierungsvorgange oder sekundére Konjugatio-
nen an Makromolekiile aus dem Stoffwechselgeschehen entfernt. So konnen Metabolite in
der Vakuole (Wolf et al. 1996) oder im Apoplasten (Neumann et al. 1985, 1989) gespeichert,
in der Zellwand festgelegt (Schmidt et al. 1988), oder sogar in fliichtiger Form in die Gas-
phase abgegeben werden (Lamoureux et al. 1993b, Schréder 1993a).

1.1 Glutathion S-Transferasen

Die Glutathion S-Transferasen (GST, E.C. 2.5.18) reprasentieren eine groBe Gruppe von
Entgiftungsenzymen der Phase |l, deren Mitglieder die Konjugation von reduziertem Gluta-
thion (GSH) mit einem Spektrum hydrophober, elektrophiler Substrate wie Chlorbenzolen,
Nitrophenolen, Triazinen, Carbamaten oder Diphenylethern katalysieren (Habig et al. 1974,
Lamoureux & Rusness 1989, 1993). Die GST von Saugern, insbesondere von Ratten, Mau-
sen und Menschen, sind hinsichtlich ihrer physiko-chemischen und katalytischen Eigen-
schaften, ihrer Genetik und Induktion eingehend untersucht worden (Mannervik & Danielson
1988, Picket & Lu 1989, Daniel 1993), da ihnen eine wichtige Rolle bei der Entgiftung von
Drogen und der Resistenz gegen Chemotherapeutika zugesprochen wird. Pflanzliche GST
wurde hingegen vorrangig in landwirtschaftlichen Nutzpflanzen und in Hinblick auf die Re-
sistenz gegeniiber Herbiziden untersucht (Frear & Swanson 1970, Lamoureux & Rusness
1989, Hunaiti & Ali 1990).

Uber natiirliche Funktionen der GST in Tieren und Pflanzen ist wenig bekannt, jedoch wird
ihnen in Pflanzen unter anderem eine Rolle im Naturstoff- und Phytohormonmetabolismus,
bei der Entgiftung von Pilztoxinen und der Erhdéhung der Trockentoleranz zugeschrieben.
Die letzthin aufgestelite These, GST seien allgemein antioxidative Schutzproteine, scheint
allerdings zu teleologisch (Levine et al. 1994). Trotz intensiver Forschung auf den Gebieten
der Humanmedizin, Tier- und Pflanzenphysiologie und Molekularbiologie liegen keine defini-
tiven Ergebnisse Uber die natirlichen Substrate der GST vor. Aus diesem Grund wird die
Aktivitadtsbestimmung der GST mit Modellsubstraten durchgefiihrt. Das meistgenutzte Sub-
strat fur die Quantifizierung der Glutathion-Konjugation in Pflanzen und Tieren ist 1-Chlor-
2,4-Dinitrobenzol (CDNB, Abb. 2.2).

Cl SG

NO3 NOz

GST

NO, NO,

Abb. 2.2: Konjugation des Modellsubstrates 1-Chlor-2,4-Dinitrobenzol (CDNB) mit Glutathion zu
S-(2,4-Dinitrophenyl)-Glutathion.

Es wurde 1974 durch Habig und Mitarbeiter als Modellsubstrat eingefiihrt und hat seitdem
nicht an Bedeutung verloren, da es von beinahe allen GST als Substrat akzeptiert wird.
Daneben ist die Messung der CDNB-Konjugation sehr einfach, da sie auf einem spektral-
photometrischen Test beruht, in dem die Bildung des Konjugats, S-(2,4-Dinitrophenyl)-
Glutathion, bei 340 nm verfolgt wird. Das nahe verwandte 1,2-Dichloro-4-Nitrobenzol (DCNB,
Abb. 2.3) wird im Vergleich zu CDNB deutlich schlechter konjugiert, scheint aber ebenfalls
Substrat fiir eine groBe Zahl von GST-Formen zu sein.
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Cl SG

Cl GST Cl

NO, NO,

Abb. 2.3: Konjugation des Modellsubstrates 1,2-Dichloro-4-nitrobenzol (CDNB) mit Glutathion zu
S-(2-Chloro-4-nitrophenyl)-Glutathion. Das Konjugat absorbiert spezifisch bei 345 nm.

1.2 GST in Nadelhodlzern

Ausgehend von Fragestellungen aus dem Forschungsgebiet der "neuartigen Waldschéaden*
befasste sich unsere Arbeitsgruppe seit 1988 urspriinglich mit dem Problemkreis der Auf-
nahme und Entgiftung organischer Schadstoffe in Koniferen. Dabei wurde rasch deutlich,
dass Koniferen prinzipiell Gber dasselbe Entgiftungssystem verfligen wie landwirtschaftliche
Nutzpfianzen und in der Lage sind, zahlreiche Xenobiotika durch Konjugation mit Glutathion
zu entgiften.

Aus Proteinextrakten von Nadeln der Koniferen-Arten Abies alba, Juniperus communis, Larix
decidua, Picea abies, Picea glauca, Picea pungens, Pinus mugo und Taxus baccata, aus
Blattern des gymnospermen Baumes Ginkgo biloba sowie aus Zeltkulturen von Picea abies
und Ginkgo biloba wurde bisher GST-Aktivitat nach den bei Schroder et al. 1990a, b, Schré-
der & Debus 1991, Schroder et al. 1993, Schréoder & Rennenberg 1992, Schréder & Berkau
1993, Schroder & Gotzberger 1996, Schroder & Wolf 1996 beschriebenen Methoden isoliert
und quantifiziert.

In allen untersuchten Geweben wurde GST-Aktivitat fir die Konjugation von Modellsubstra-
ten und Herbiziden gefunden. Die GST-Aktivitdten liegen im gleichen Bereich wie die hdher
entwickelter Arten, sind aber im Vergleich mit denen in Nutzpflanzen gering (Abb. 2.4).

Trotz dieser relativ geringen Aktivitaten ist das Substratspektrum der GST breit und ermog-
licht den Koniferen die Konjugation einer groBen Zahl von Substraten, darunter auch einigen
umweltrelevanten xenobiotischen Substanzen, mit unterschiedlichen chemischen Charakte-
ristika. Koniferen-GST katalysiert nukleophile Addition, nukleophile Substitution und Ether-
Spaltung, die ebenfalls typisch fiir alle anderen GST in Pflanzen und Tieren zu sein schei-
nen. Proteinextrakte aus Nadeln von Picea abies, Picea glauca und Picea pungens setzen
z.B. die Herbizide Propachlor, Alachlor, Fluorodifen und PCNB sowie die Chlorbenzole
CDNB, pNBC und DCNB um. Far P. abies-Extrakte ist weiterhin der Umsatz der iodierten
Substrate lodomethan, loxynil, IDNB (Schroder et al. 1993) und der Chlorkohlenwasserstoffe
Methylenchlorid, Trichlorethen und Tetrachlorethen nachgewiesen (Schréder 1993a, Schré-
der & Belford 1996). Keine der drei untersuchten Fichtenarten, P. abies, P. glauca und P.
pungens, setzte jedoch unter den gewéhiten Versuchsbedingungen das Herbizid Atrazin um
(Schrdder et al. 1990b).
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Abb. 2.4: GST-Aktivitaten fiir die Konjugation des Modellsubstrates CDNB in verschiedenen Pflan-
zenarten. Messung erfoigte in (NH,),SO4-geféllten Proteinfraktionen nach Entsalzung unter
Standardbedingungen. Die rechte Ordinate skaliert die GST-Aktivitdt der aufgefihrten Ge-
treide-Arten.

Die GST-Aktivitat in Fichten von Standorten im Alpenraum folgt deutlichen Héhenprofilen,
die mit der Physiologie gesunder Baume, aber auch mit dem Schadstoffaufkommen korre-
lierbar sind. Gesunde Baume in Tallagen weisen generell héhere GST-Aktivitdten auf als
Fichten in Héhenlagen. Ein dem Hohenprofil angepasster Verlauf mit Maxima im Tal und Mi-
nima in Gipfellagen ist auch fir das Cosubstrat Glutathion gezeigt worden und scheint an
Stoffwechselvorgange gekoppeit.

Glutathion S-Transferase Aktivitaten in Pflanzen kénnen durch unterschiedliche Xenobiotika,
Antidote oder Naturstoffe gesteigert werden, indem bestimmte isoenzyme vermehrt expri-
miert werden (Wiegand et al. 1986, Debus & Schréder 1990, Anderson & Gronwald 1989,
Schréder et al. 1993b). Der genaue Mechanismus der Induktion ist nicht bekannt, es wird je-
doch derzeit postuliert, dass es sich zumindest bei der Induktion einiger Isoformen um eine
Reaktionskaskade handelt, die letztlich durch einen Uberschuss an oxidativen Verbindungen
im Cytosol gesteuert wird (Daniel 1994). Damit stellen die GST sensible Biomarker fir at-
mogene oder Uber pedospharischen Eintrag verfligbare Substanzen mit reaktivem Potential
dar.

In mehreren mit dem Problem der neuartigen Waldschaden assoziierten Projekten konnte
gezeigt werden, dass die GST in Fichtennadeln auch sensibel auf organische Luftschad-
stoffe aus der Klasse der CKW reagiert, wahrend Begasung mit NO, keine Effekte auf die
Aktivitat des Enzyms ausibte (Schroder & Debus 1991). Besonders Freilandbesténde an
den Obergrenzen von Inversionswetterlagen im Kalkalpin wiesen erhdhte GST-Gehalte auf
(Schroder & Belford 1996), 'und Baume mit Nadelverlusten zeigten an Schadensschwer-
punkten andere Isoenzym-Muster und Enzymaktivititen als gesunde Baume ohne Beein-
trachtigungen (Schréder & Wolf 1996).

1.3 Glucosyltransferasen

Die Glucosyltransferasen (GT) reprasentieren eine groBe Gruppe von Enzymen des pflanzli-
chen Sekundarstoffwechsels, deren natirliche Funktion in der Konjugation von Phenolen,
Polyphenolen und anderen Naturstoffen liegt. Weiterhin werden GT den Entgiftungs-
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enzymen der Phase |I zugeordnet, da zumindest einige Isoformen auch die Konjugation von
Glucose mit einem Spektrum hydrophober, elektrophiler Substrate wie Chlorbenzolen,
Nitrophenolen und Harnstoffderivaten katalysieren (Lamoureux et al. 1993).

1.4 GT in Nadelhodlzern

Die héheren Pflanzen haben eine hohe Kapazitat fur die Glycosidierung von endogenen und
xenobiotischen Substanzen (Heller and Forkmann 1993, Frear 1976, Lamoureux and Rus-
ness 1986). Oftmals missen diese Substrate allerdings durch Phase-l-Reaktionen, zumeist
Hydroxylierung, der Konjugation zugénglich gemacht werden. Die entstehenden Produkte
sind zumeist O-N- oder S-Glycoside sowie Glucose-Ester. Die B-D-Glucoside, also Halb-
acetate aus Glucose und einem entsprechenden Aglycon sind dabei die am haufigsten auf-
tretenden Endprodukte, sowohl im endogenen Stoffwechsel als auch beim Metabolismus
von Fremdstoffen (Heller and Forkmann 1993, Lamoureux et al. 1991a). Haas (1997) weist
darauf hin, dass die Molekulstruktur sowohl endogener als auch xenobiotischer Substrate fur
Glycolsyltransferasen haufig einen Phenolrest beinhaltet.

Die bereits oben angesprochenen O-, N und S-Glucoside entstehen durch die Aktivitat un-
terschiedlicher Glucosyltransferase-Isoformen. Die Familie der O-Glucosyitransferasen um-
fasst dabei zumeist I6sliche Enzyme mit Molekulargewichten von 40 bis 60 kD. Alle Isoen-
zyme dieser Klasse haben eine hohe Spezifitat fir UDP-Glucose als Zucker-Donor. Die Affi-
nitat dieser Enzymklasse fur unterschiedliche Schadstoffe wird in der Literatur kontrovers
zwischen breit (Lamoureux und Frear 1979, Lamoureux et al. 1991) bis hochspezifisch (San-
dermann et al. 1991, Wetzl und Sandermann 1994, Galland and Balke 1995) beschrieben.

N-Glucosyltransferasen akzeptieren als Substrate solche Verbindungen, die eine primére
oder sekundéire Aminogruppe besitzen. Thio-Glucoside entstehen meist als Sekundéarkonju-
gate durch die Aktion von S-Glucosyltransferasen. Umsétze von Xenobiotika zu S-Gluco-
siden sind in der Literatur kaum beschrieben, es treten jedoch Metaboliten aus dem Gilu-
tathionstoffwechsel auf (Sandermann et al. 1997, Schroder 1997), die zu Glucosiden umge-
wandelt werden.

Die B-D-Glucoside von Herbiziden unterliegen in der Pflanze einem weiteren Abbau. Sie
kénnen entweder durch Glucosidasen wieder freigesetzt werden und herbizidisch wirksam
sein oder in mehreren Schritten zu Sekundarkonjugaten umgewandelt werden, die letztend-
lich in der Vakuole oder der Zeliwand abgelagert werden. Das Malonylkonjugat des Herbizid-
abbauprodukts 3,4-Dichloranilin sowie das Tetrachlorcatechol, ein Derivat des Pentachlor-
phenol, folgen diesen Detoxifixierungsmuster (Winkler 1991, Schéfer und Sandermann 1988).

Uber die Bedeutung der Glucosyltransferasen in Nutzpflanzen sind einige Arbeiten erschie-
nen (s. auch Review von Sandermann et al. 1997). Glucosyltransferasen in Nadelholzern
sind bis heute allerdings kaum untersucht. Einige wenige Arbeiten befassen sich mit der
Prasenz und Aktivitit dieser Enzymgruppe in Zellkulturen von Fichten (Messner and Boll
1992), die Bedeutung fiir Besténde im Freiland wurde jedoch nicht angesprochen.

1.5 Glutathion

Glutathion (g-Glutamyl-Cysteinyl-Glycin) ist das haufigst auftretende Thiol in Lebewesen und
macht unter normalen Bedingungen mehr als 90 % des wasserldslichen Nicht-Protein-Thiols
der Pflanze aus (de Kok und Stulen 1993). Glutathion kann intrazellular in allen Teilen der
Pflanze gefunden werden. Hohe Konzentrationen dieser Substanz sind besonders in Chlo-
roplasten vorhanden.
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. Unter normalen Bedingungen ist Glutathion in seiner reduzierten Form als GSH verfugbar,
die oxydierte Form (GSSG) liegt in ihrer Konzentration etwa 10fach niedriger (Schmidt et al.
1989). Uber die moglichen Funktionen von Glutathion im pflanzlichen und tierischen Stoff-
wechsel ist in den vergangenen Jahren viel spekuliert worden. Dabei ist seine Rolle als Oxy-
dationsschutz und Mediator fiir die Regulation intrazeliuldrer Schwefeltransportprozesse ist
unbestritten. Weiterhin ist seine Rolle bei der Entgiftung von Schwermetallen in der Pflanze
gut dokumentiert (de Kok und Stulen 1993, Rauser et al. 1994). Die Glutathiongehalte in
Pflanzen werden stark durch physiologische und Umweltfaktoren, z. B. Schwefelversorgung
aus der Atmosphare und dem Boden, Temperatur, Schadstoffe, Schwermetalle und Xenobi-
otika beeinflusst.

1.6 Ziele des Vorhabens

Es war das Ziel dieses Projektteils, die Immissionsuntersuchungen (siehe Teil 1) durch
pflanzenphysiologische Parameter zu unterstiitzen. Zu diesem Zweck sollten

die Glutathion S-Transferase-Aktivitat in Fichtennadeln zur Konjugation organischer Ver-
bindungen sowie die Aktivititen einer zweiten Klasse von Entgiftungsenzymen in Fich-
tennadeln, der Glucosyltransferasen, flir mehrere phenolische Xenobiotika quantifiziert,
und

die Gehalte an reduziertem und oxidiertem Glutathion in denselben Nadelproben aufge-
nommen werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Untersuchungsstandorte, Ernte des Nadelmaterials und Lagerung der
Proben '

siehe Teil 1, Kapitel 2

2.2 Glutathion S-Transferase Aktivitat

2.2.1 Bestimmung der Glutathion S-Transferase Aktivitat

In den auf den 25 Hintergrundstandorten (siehe Teil 1, Kapitel 2) geworbenen Nadelproben
von Fichten (Nadeljahrgange 1-3) wurden Untersuchungen zur Aktivitdt des Entgiftungsen-
zyms Glutathion S-Transferase durchgefiihit, um Informationen (ber die Entgiftungskapa-
zitat und den Metabolismus von organischen Schadstoffen in Fichtennadein zu erhalten. Die
im Projekt verwendete Aufarbeitungsmethode fiir die Isolierung von GST aus den Fichten-
nadeln folgte publizierten Methoden (Schroder & Berkau 1993, Schroder et al. 1990b, 1991,
Schroder & Wolf 1996). Fichtenzweige waren durch Eintauchen in fliissigen Stickstoff ent-
nadelt worden; die gewonnenen Nadeln wurden in flissigem Stickstoff oder bei -80 °C gela-
gert. Die weiteren beschriebenen Arbeitsschritte wurden im Eisbad bei +4 °C durchgefthrt.
Zur Herstellung eines Protein-Rohextrakts wurden je nach Bedarf und Verfligbarkeit 2 bis
2,5 g der gefrorenen Nadeln abgewogen, in einen gekiihiten Mdrser Gberflhrt und unter
flissigem Stickstoff mit einem Pistill zu einem feinen Pulver zerrieben. Zu Tris-HCI-Puffer
(100 mM, pH 7,8) wurde 1 % EDTA und 0,25 % NONIDET gemischt. Nadelpulver wurde im
Verhéltnis 1:10 mit diesem Puffer vermischt und mit einem Ultra-Turrax 3 x 20 sec. homoge-
nisiert. Der so gewonnene Rohextrakt wurde 30 min bei 40.000 g zentrifugiert und die Pro-
teine im Uberstand bei 4 °C durch Ammoniumsufatféllungen von 0-40 % und von 40-80 %
préazipitiert. Das Pellet der 40-80 % Fraktion enthielt den Hauptteil der GST-Aktivitat. Es wur-
de in Kaliumphosphatpuffer, 20 mM, pH 7,0, aufgenommen und Gber PD-10 Séulen (Phar-
macia) entsalzt.

Zur weiteren Auftrennung und Messung der GST-Aktivitdt konnten die Proben bei -20 °C
eingefroren und fir mehrere Wochen ohne nennenswerte Aktivititsverluste gelagert werden.
Die derzeit etablierte Methode zur Extraktion von GST (Schroder & Berkau 1993, Schroder
et al. 1990) erlaubt die Isolierung der GST mit Recoveryraten von ca. 70-80 % (getestet mit
kauflichem Standardenzym aus Pferde- oder Rattenleber). Soiche Bestimmungen der Reco-
very wurden routinemagig durchgefihrt.

.2.2.2 Proteinbestimmung und Enzymassays

Die Proteinbestimmung in den Nadelextrakten wurde nach der Methode von Bradford (1976)
mit BSA als Standard durchgeflihrt. Drei unabhangige Proben wurden pro Durchgang am
Spektralphotometer bei 595 nm vermessen. ’ :

Die GST-Aktivitat wurde bei 340 nm und 25 °C nach Habig et al. (1974) an einem Zwei-
strahlphotometer (Perkin-Elmer, Uberlingen) in drei bis fiinf unabhéngigen Proben gemes-
sen. Der Testansatz von 1,2 ml Gesamtvolumen enthielt: Kaliumphosphatpuffer, 0,1 M,
pH 6.4, 1,0 mM CDNB (€s4onm [MM*cm™] = 9.6) bzw. DCNB (g4som [MM'cm™] = 8,1) in Etha-
nol abs. geldst, 1,0 mM GSH und ein Aliquot der Enzymprobe. Als Blindwert wurde ein An-
satz verwendet, in dem die Enzymprobe durch destilliertes Wasser ersetzt war. Die so be-
stimmte nichtenzymatische Konjugationsrate wurde von den Messwerten abgezogen.
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2.3 Glucosyltransferase Aktivitat

2.3.1 Nadelaufarbeitung und Enzymisolierung

In den Nadelproben von Fichten der 25 Hintergrundstandorte wurden Untersuchungen zur
Aktivitat von Glucosyltransferasen durchgefiihrt, um Informationen Gber die Entgiftungska-
pazitat und den Metabolismus von organischen Schadstoffen phenolischer Natur in Fichten-
nadeln zu erhalten. Die im Projekt verwendete Aufarbeitungsmethode fir die Isolierung von
GT aus den Fichtennadeln folgte publizierten Methoden (Gallant und Balke et al 1992). Na-
deln wurden in fliissigem Stickstoff oder bei -80 °C gelagert. Die weiteren, beschriebenen
Arbeitsschritte wurden im Eisbad bei +4 °C durchgefihrt. Zur Herstellung eines Protein-
Rohextrakts wurden je nach Bedarf und Verfugbarkeit 2 bis 2,5 g der gefrorenen Nadeln ab-
gewogen, in einen gekihiten Mérser Uberfihrt und unter flissigem Stickstoff mit einem Pistill
zu einem feinen Pulver zerrieben. Zu Tris-HCI-Puffer (100 mM, pH 7,8) wurde 1 % EDTA
und 0,25 % NONIDET gemischt. Nadelpulver wurde im Verhéltnis 1:10 mit diesem Puffer
vermischt und mit einem Ultra-Turrax 3 x 20 sec. homogenisiert. Der so gewonnene Rohex-
trakt wurde 30 min bei 40.000 g zentrifugiert und die Proteine im Uberstand bei 4 °C durch
Ammoniumsufatfallungen von 0-40 % und von 40-80 % prazipitiert. Das Pellet der 40-80 %
Fraktion enthielt den Hauptteil der GT-Aktivitat. Es wurde in Kaliumphosphatpuffer, 20 mM,
pH 7,0, aufgenommen und (iber PD-10 Séulen (Pharmacia) entsalzt.

Zur weiteren Auftrennung und Messung der GT-Aktivitat konnten die Proben bei -20 °C ein-
gefroren und fir mehrere Wochen ohne nennenswerte Aktivitatsverluste gelagert werden.

2.3.2 Proteinbestimmung und Enzymassays

Die Proteinbestimmung in den Nadelproteinextrakten wurde nach der Methode von Bradford
(1976) durchgefiihrt. Dazu wurde ein fertiges Bradford-Reagenz (Fa. Biorad) verwendet, das
fur die Messung 1:5 verdinnt wurde. Zur Messung wurden 1/2 micro Plastikkiivetten (Fa.
Brand) verwendet, in die zuerst 20 pl der Proteinprobe und anschlieBend 1.000 pl des Rea-
gens einpipettiert wurden. Nach Durchmischung wurde der Ansatz fir 10 Minuten bei Zim-
mertemperatur zur Reaktion stehen gelassen und anschlieBend bei 595 nm gegen einen
Blindwert, bestehend aus Bradford-Reagenz und Tris/HCI Puffer 20 mM, pH 7,0 gemessen.
Fur jede Probe wurden mindestens zwei Messungen durchgefihrt, die anhand einer Eich-
kurve umgerechnet wurden. Die Eichkurve wurde mit BSA ais Eichprotein erstellt. Die Eich-
kurve wurde an jedem Versuchstag neu bestimmt.

Flr die Bestimmung der GT-Aktivitdt wurde ein radiomarkierter Testansatz verwendet.

Die Testmischung (Endvolumen, 100 pl) enthielt 20 mM Tris HCI (pH 7,5), 2 mM DTE,
2,5 mM Salicin, 2 mM 2,4,5-Trichlorphenol (bzw.: 4-Nitro-, 2-Nitro- und 2,4-Dinitrophenol)
(zugegeben in 10 pl Ethylenglycolmonomethylather (EGME)) und 1 mM UDP-[U14C}-
glucose (1,2 kBq). Die Reaktion wurde durch Zugabe von Nadelextrakt (20 pl) gestartet.
Nach 30 min Inkubation bei 30 °C wurde die Reaktion durch Zugabe von 100 yl 10 mM
HsPO, und 300 pl Ethylacetat abgestoppt. Nach sorgféltigem Mischen und Phasentrennung
nach Zentrifugation wurde in 100 pl Uberstand die Radioaktivitdt im Flissigkeits-
Scintillationszahler bestimmt. Die Blank-Werte wurden durch Inkubation ohne Phenole aber
mit EGME ermittelt.
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2.4 Bestimmung der Glutathiongehalte

Far diese Bestimmung wurde die Methode von Siller-Cepeda et al. (1991) verwendet.

Es wurden dazu 0,5 g Nadeln in einen Glaspotter tberfihrt und mit 2 mi 10 % Perchlorséaure
(PCA), die 1 mM Bathophenanthrolindisulfonsdure (BPDS) enthielt, versetzt. Unter Eiskiih-
Iung wurde die Probe zur Homogenitat gebracht. Das Homogenat wurde bei 10.000 U/min
5 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen und das Pellet in 1 ml PCA re-
suspendiert, anschlieBend gepottert und nochmals fir 5 min zentrifugiert. Dieser Vorgang
wurde noch 1x wiederholt. Die Ubersténde wurden vereinigt.

AnschlieBend erfolgt eine Carboxymethylierung und Derivatisierung der Probe. Dazu werden

500 pl des Uberstandes mit 50 pl y-Glu-Glu (0,5 M),das als interner Standard dient, versetzt.
Des weiteren gibt man 50 pl einer Lésung aus 100 mM lodoacetséure in 0,2 mM m-Cresol-
Purpur hinzu. Durch Zugabe von 480 pl einer Losung aus 2 M KOH und 2,4 M KHCO3 wur-
de der pH-Wert auf 9-10 eingestelit. Daraufhin erfolgte wahrend 15minttiger Inkubation im
Dunkeln die Carboxymethylierungsreaktion. Nach Ablauf dieser Zeit wurde mit 1.000 pl einer
1 % ethanolischen 2,4-Dinitro-1-fluorbenzol-Losung Gber Nacht bei 4 °C derivatisiert.

Nach 16 h wurde die Probe 10 min bei 10.000 U/min abzentrifugiert und der Uberstand mit
Minisart RC4 Filtern (0,45 um Porengrof3e) abfiltriert. Vom Filtrat wurden dann 100 pl fir die
HPLC-Analytik auf einer 3-Aminopropyl-Spherisorb-Séule (5 ym, 4,6 x 200 mm) verwendet.
Die Detektion erfolgte Uber einen UV-Detektor bei 365 nm. Die Elution der Thiole wurde mit
einem Gradienten aus Laufmittel A (80 % Methanol) und Laufmittel B (64 % Methanol, 0,5 M
Natrium-Acetat, 10 % Eisessig) durchgefiihrt. Der Gradient steigt nach 5 min von 20 %
Laufmittel B innerhalb von 20 min auf 99 % Laufmittel B an, verbleibt 5 min bei 100 % Lauf-
mittel B und fallt dann innerhalb von 5 min wieder auf 20 % Laufmittel B ab. AnschlieBend
wurde die Saule vor dem nachsten Lauf mit 20 % Laufmittel B gespit.

Zur Quantifizierung der GSH- und GSSG-Konzentrationen in den Fichtennadeln wurde von
GSH im Bereich von 5-250 uM und fiir GSSG im Bereich von 5-200 uM eine Kalibriergerade
aufgenommen. Zur Berechnung der Konzentration wurde das Verhéltnis des GSH- bzw.
GSSG-Peaks zum internen Standard y-Glu-Glu-Peak gebildet und die jeweiligen Konzentra-
tion pro g Frischgewicht berechnet.

Um sicher zu sein, dass es sich bei den Peaks um den GSH- bzw. GSSG-Peak handelt,
wurde an jedem Messtag ein Standardchromatogramm von reinem GSH bzw. GSSG und
gine Co-Chromatographie von reinem GSH bzw. GSSG mit der Messprobe durchgefuhrt.
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¢

Faktor fir GSH : 0,0225
for GSSG: 0,032
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Abb. 2.5: Eichgerade fiir die Quantifizierung der Glutathion- und GSSG-Gehalte in den untersuchten
Nadelproben

2.5 Statistische Auswertungen

Siehe Teil 1, Kapitel 2
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3 ERGEBNISSE DER MESSUNGEN

3.1 Proteingehalte als Bezugsgréfie

Die Proteingehalte der untersuchten Proben werden als Bezugsgréen fur die Berechnung
spezifischer GST-Aktivitdten in Fichtennadeln herangezogen. Sie zeigen keinen einheitli-
chen Trend im Hoéhenprofil (Abb. 2.6) aller beprobten Baume und weisen ebenfalls keine
statistisch signifikanten Unterschiede in der Standortverteilung auf (Abb. 2.7). Die Hohe der
Proteingehalte sowie die Tendenz von niedrigem zu hohem Proteingehalt mit steigendem
Nadelalter entspricht den gemeinhin gefundenen Verteilungen in Fichten von Freilandstand-
orten (Schroder et al. 1993, 1996, Schréder und Belford 1996).

2000
1. Jahrgang | 2. Jahrgang 3. Jahrgang

1800

1600

1400

1200

1000

800

Héhenlage [m Gber N.N.]

600 -

400

200 T T —T T T T T T T
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3

Proteingehalt [mg/m! Extrakt]

Abb. 2.6: Proteingehalte in den Nadeln der beprobten Fichten bezogen auf ml Extrakt der Aufarbei-
tungen. Proteingehalte wurden dreifach nach den unter 1.4. beschriebenen Methoden be-
stimmt.

Bei einer Gesamtdarstellung aller Proben in einem gemeinsamen Diagramm (Abb. 2.7) falit
auf, dass es Baume mit besonders niedrigen und besonders hohen Proteingehalten in den
Nadeln gibt. Auffallig hoch sind die Gehalte in den Fichten der Standorte 1, 6 bis 8, sowie 19
und 24, wihrend auffallend niedrige Proteinwerte in den Fichten der Standorte 9 und 12
vorgefunden werden. Umkehrungen in den Proteinverteilungen zwischen den Jahrgéngen
findet man bei den Fichten der Standorte 21 und 22, deren jingste Nadeljahrgédnge deutlich
mehr Protein enthalten als die dreijahrigen Nadeln. Die groBe raumliche Entfernung zwi-
schen den genannten Probestandorten macht jedoch einen Zusammenhang, z.B. (ber eine
gemeinsame identische Schadstoffexposition, unwahrscheinlich. Die drei beprobten Fichten
des Schwerpunktstandortes Achenkirch der FBVA {berstreichen die untere bis mittlere
Breite der Proteinkonzentrationen; die Werte sind mit den vormals aufgenommenen (Schro-
der & Belford 1996) vergleichbar.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Standorte

[ON1 BN2 BIN3 |

Abb. 2.7: Proteingehalte in den Nadein der beprobten Fichten; Gesamtdarstellung aller 25 Standorte
und der Nadeljahrgdnge 1 (N1), 2 (N2) und 3 (N3). Die Aufarbeitung ging von einheitlichen
Frischgewichtmengen und Pufferverdiinnungen aus.

Bemerkenswert ist, dass der Proteingehalt im 3. Nadeljahrgang jener Parameter der in Teil 1
und 2 untersuchten Variablen ist, der die deutlichste Rangkorrelation mit dem Entnade-
lungsprozent der Untersuchungsbiume zeigt (Tab. 2.11, 2.12 im Anhang). In Teil 1 korre-
lierten lediglich 2-Nitrophenol sowie 6-Methyl-2,4-Dinitrophenol schwach positiv mit der Kro-
nenverlichtung der Probebdume (Tab. 1.8, Teil 1). Das Entnadelungsprozent ist eine relativ
unspezifische KenngréBe zur Beurteilung des Kronenzustands eines Baumes und von einer
Reihe von Einflussfaktoren abhingig, so dass dieses Ergebnis nicht weiter verwundert. Um-
so bemerkenswerter ist daher aber auch, dass Uberhaupt ein Zusammenhang absicherbar
war. Da einige Standorte null Prozent Entnadelung aufwiesen, wird dieser Zusammenhang
nachfolgend als Boxplot dargestellt, wobei die Standorte nach dem Median des Entnade-
lungsprozents in zwei Gruppen geteilt wurden (Abb. 2.8). Ein Zusammenhang zwischen
Proteingehalt im 3. Nadeljahrgang und der Kronenverlichtung der untersuchten Baume ist
daher nicht auszuschlieBen.

4.0

Protein [mg/mi], N3
&

"

<Median >Median
" Entnadelungsprozent der Probebiaume
Abb. 2.8: Proteingehalt im 3. Nadeljahrgang der untersuchten Probebdume getrennt in die Gruppen

mit einem Entnadelungsprozent der Kronen kleiner bzw. gréBer als der Median des Entna-
delungsprozents (5 %)
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3.2 Gilutathion S-Transferasen (GST)

Die Aktivitat der Glutathion S-Transferasen in den Nadeln der Fichten von den fiinfundzwan-
zig beprobten Standorten wurde mit den beiden xenobiotischen Substraten CDNB und
DCNB bestimmt. Obwohi von der Struktur nur geringflgig verschieden, scheint es doch, als
seien diese Substrate zumindest teilselektiv fiir einzelne Glutathion S-Transferasen (Habig
et al. 1974).

In der Folge werden die GST-Aktivititen der beprobten Bdume einerseits in ihrer Gesamtheit
nach Untersuchungsstandorten nummeriert dargestellt, andererseits gemaf3 der Héhenlage
der Strandorte aufgetragen. Als BezugsgréBen fiir die Berechnung der Aktivitaten wird zum
einen das Extraktvolumen in der Kiivette bei der Messung (Volumenaktivitat), zum anderen
der Proteingehalt der Proben zugrundegelegt. Erstere Auftragung ist vergleichbar mit der
Aktivitat des Enzyms auf der Frischgewichtsbasis der Nadeln, da in jedem Fall 2,5 g des
Nadelmaterials verwendet und mit standardisierten Puffermengen verdiinnt worden waren,
letztere gibt Aufschiuss Uber die Gewichtung der Enzymaktivitat im Vergleich mit allen ande-
ren Proteinen der betreffenden Nadeln.

Tab. 2.1: GST-Aktivitdt und Proteingehalte in den Fichtennadeln der einzelnen Standorte. Aktivitdten
angegeben in pmol/ml bzw. pmol/min mg Protein im Falle von SA (spezifische Aktivitét).
Proteinwerte in mg/ml Extrakt. (N1: 1., N2: 2., N3: 3. Nadeljahrgang)

Stand- GST-Aktivitét Protein
ont CDNBJDCNB |SA SA CDNB|DCNB|SA SA CDNB|DCNB|SA SA
CDNB |DCNB CDNB |DCNB CDNB |DCNB
N1 N2 N3 N1 N2 N3
1 97{ 3,34 - 168 5,76; 190| 13,45 69| 4,86 212f 595 80| 2,26/ 0,58] 2,77| 2,64
2] 192| 6,21 200f 6,46/ 199| 6,35 203| 6,47| 232] 3,93 188| 3,18 0,96| 098] 1,24
3| 121] 4,57 121 4,57 172] 7,89 90| 4,131 117| 4,29 477 1,721 1,00 1,91 2,50
4| 100{ 7,06 1 7,84 140{ 1,87 145 1,93 163] 9,15 78| 4,40{ 0,90 0,97 2,08
5| 306| 24,99 190 15,55 297| 8,84 196/ 5,85 297 8,84 176| 524 161 1,51 1,69
6] 254| 9,49 85| 3,17] 174] 7,26 185 7,74 335] 13,85] 100 4,15 2,99 0,94 3,34
7] 244| 8,68 149| 531 137 4,79 73] 2,56 158 6,09 65| 2,121 1,64 1,87} 2,87
8| 236 7,91 279 9,38| 114| 17,27 53| 8,01 151 3,51 47| 1,10 084| 2,16] 3,19
9] 112| 17,05 106| 16,16 67| 1,39 114 2,36] 115 1,26] 134 1,47 1,06 0,59/ 0,86

10 155 5,17 212 7,04 241| 10,17 110 462 152 359 155 3,67 0,73 220{ 0,98
11| 138] 2,81 136 2,76 100 138 121 168/ 971 1,64 71| 1,19 1,02 o082 1,38
12| 242[ 13,81 250 14,27 89| 2,78 156 4,90 156 3,88/ 177| 4,42 097 057 088
13| 146| 19,55| 138 18,47 162| 12,14 17| 877 175 3,79 89| 1,93 1,06 1,38 1,96
14| 2170 12,77] 258 15,15 286| 9,62 185 6,23 226 3,08/ 107| 146 0,84 1,55 2,10
15] 128\ 3.64| 202] 574 184] 530 195 561 156] 8,37, 112 6,01] 0,63] 094 1,75
16 149] 3,78 89 225/ 88 257 86| 251 109] 3,13 91| 261 1,68/ 1,02 1,20
17| 85 0,77 96| 086 70| 3,82 65| 3,55 149] 245 77| 1,27 089] 1,18/ 1,93
18 99 0,86 72 062 101] 2,32 s8] 1,32] 140( 3,27 52| 1,23] 095 1,79| 267
19| 255 5,12| 347 6,96 453] 20,11 149| 6,59] 263| 14,56] 210| 11,64| 0,74| 3,05] 1,25
20] 242| 4,28] 205 362| 287 640 147] 3,28 299 545 153] 2,78[1,4455| 1,95/ 1,96
211 334| 94 147| 4,15 298| 8,90 176] 5,25| 196] 4,27] 209 4,56] 227| 1,70{ 0,94
22| 235 7,49 198 6,32 213] 369 283 4,90 118 6,37 135/ 7,30 1,19 0,75 0,87
23| 127 3,67 71 2,05/ 149 12,19 92 753 121 2,24 127] 235 1,17| 162 1,39
24, 290 12,40 155 6,62 169| 2,85 145 2,44] 230 4,05 78| 1,38 1,87 1,07 2,94
25| 2s59] 10,33| 280{ 11,16 251| 428 132 225] 200 435 234/ 5,10/ 092| 1,90/ 0,85
Monographie 123 (2000) Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria




Ergebnisse 83

Tab. 2.2: Mittelung aller erhaltenen GST- und Protein-Daten aus der Probenahme, Aktivitdten angege-
ben in umol/ml bzw. umol/min mg Protein im Falle von SA (spezifische Aktivitat). Proteinwerte

in mg/ml Extrakt.
CDNB DCNB Protein SA-CDNB SA-DCNB
Mittelwert 186,15 6,85 1,50 141,94 5,15
Standardabw. | 75,94 4,93 0,70 64,06 3,80
Median 168,82 5,16 1,25 136,21 4,41

GST-Aktivitit
[nmol/min]} CDNB

1 2 345 6 7 8 9 101112131415 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Standorte

[ON1 EIN2 BIN3 |

Abb. 2.9: GST-Aktivititen fiir die Konjugation von CDNB in den Nadeljjahrgdngen 1 (N1), 2 (N2) und 3
(N3), aufgetragen gegen die 25 Untersuchungsstandorte. Daten sind Mittelwerte aus je drei
bis vier unabhéngigen Messungen, dargestellt als Volumenaktivitét (20 pl Enzymextrakt).

Auffallend sind bei der Gesamtauftragung der Volumenaktivitdt fir die Konjugation von
CDNB (Abb. 2.9) besonders hohe GST-Aktivitaten in den Fichten der Standorte 5 und 19 bis
21. Minima in den Aktivitaten findet man an den Standorten 9 und 17. Ein Wechsel der Be-
zugsgréBe zum Proteingehalt der Nadeln verstérkt die auftretenden Effekte (Abb. 2.10). Es
wird deutlich, dass die Standorte 19 bis 22 eine Gruppe mit besonders hohen Enzymaktivi-
tiaten darstellen, wobei die Fichten des Standortes 19 besonders hohe Proteinwerte im
zweiten Nadeljahrgang aufweisen, was bei der Darstellung der spezifischen Aktivitat zu
einem scheinbaren Einbruch in der GST-Aktivitat fahrt.

400
350
300

spezifische GST-Aktivitét
[nmol/min mg Protein]
CDNB

1 13
Standort

|CIN1

FAN2 IN3]

Abb. 2.10: Spezifische GST-Aktivitdten fir die Konjugation von CDNB in den Nadeljahrgdangen 1 (N1),
2 (N2) und 3 (N3), aufgetragen gegen die 25 Untersuchungsstandorte. Daten sind Mittel-
werte aus je drei bis vier unabhdngigen Messungen.
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Fir die Konjugation von DCNB (Abb. 2.11) gilt dies nur bedingt; Standort 5 félit hier aber
ebenfalls durch besonders hohe Aktivititen auf und auch Standort 19 ist in seiner Aktivitat
erhoht. Anders als fiir die CDNB-Konjugation findet man aber fir die DCNB-Aktivitat eindeu-
tige Erhéhungen in den Baumen der Standorte 12 bis 15 im jungsten Nadeljahrgang (N1).
Dieser Jahrgang ist ebenfalls am Standort 9 betroffen. Er hat eine etwa zehnfach erhohte
GST-Aktivitat im Vergleich mit den alteren Jahrgangen derselben Zweige. Ferner deutet sich
ein Trend zu héheren Enzymaktivititen in den Baumen nordlicher Lagen an (Tab. 2.3 und
2.4). Die Fichten der Untersuchungsstandorte in Tirol haben eine im Mittel etwas niedrigere
Aktivitat fir CDNB, aber DCNB-Konjugationsraten im Bereich der Fichten aus den Probe-
nahmegebieten 19 bis 25 (Tab. 2.5).

Dies findet man auch, wenn die Proteingehalte der Berechnung zugrundegelegt werden (Abb.
- 2.12). In diesem Fall ist besonders die Erhéhung der Aktivitdten in den Bédumen der Standorte
12 und 13 bzw. 14 und 15 prominent und in B&umen der Standorte 5 und 9 verstarkt.

Beim Gesamtdatensatz zeigt sich, dass die spezifische GST-Aktivitdt im 1. Nadeljahrgang
signifikant hoher ist als im 2. und 3. Nadeljahrgang (Abb. 2.10, 2.12). Somit scheinen na-
delaitersbedingte Unterschiede in der spezifischen, auf Protein bezogenen Entgiftungsakti-
vitat vorhanden zu sein.

W
o

GST-Aktvitit [nmol/min]
DCNB

1 2 3 45 6 7 8 9 1011121314 1516 17 18 1920 21 22 23 24 25
Standort

[OIN1 BIN2 BIN3

Abb. 2.11: GST-Aktivitéten fir die Konjugation von DCNB in den Nadeljahrgangen 1 (N1), 2 (N2) und 3
(N3), aufgetragen gegen die 25 Untersuchungsstandorte. Daten sind Mittelwerte aus je drei
bis vier unabhdngigen Messungen, berechnet als Volumenaktivitit (20 pl Enzymextrakt).
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Abb. 2.12:

Tab. 2.3:

Spezifische GST-Aktivitéten fiir die Konjugation von DCNB in den Nadeljahrgéngen 1 (N1),
2 (N2) und 3 (N3), aufgetragen gegen die 25 Untersuchungsstandorte. Daten sind Miltel-
werle aus je drei bis vier unabhdngigen Messungen.

Mittelung der GST- und Protein-Daten der Standorte 1 bis 6, Aktivititen angegeben in
umol/mi bzw. pmol/min mg Protein im Falle von SA (spezifische Aktivitdt). Proteinwerte in
mg/ml Extrakt.

CDNB DCNB Protein SA-CDNB SA-DCNB
Mittelwert 182,69 7,97 1,69 127,55 5,32
Standardabw. | 70,9 5,31 0,83 59,05 3,69
Median 171,64 7.06 1,60 114,35 4,56

Tab. 2.4:

Mittelung der GST- und Protein-Daten der Standorte 19 bis 25, Aktivititen angegeben in
pmol/ml bzw. pmol/min mg Protein im Falle von SA (spezifische Aktivitét). Proteinwerte in
mg/ml Extrakt.

CDNB DCNB Protein SA-CDNB SA-DCNB
Mittelwert 190,46 5,67 1,31 145,81 4,57
Standardabw. | 79,71 3,46 0,63 71,16 2,56
Median 195,50 4,64 1,18 141,94 4,56

Tab. 2.5:

Mittelung der GST- und Protein-Daten der Standorte in Tirol (10 bis 12, 17 und 18), Aktivi-
tdten angegeben in pmol/ml bzw. umol/min mg Protein im Falle von SA (spezifische Aktivi-
tat). Proteinwerte in mg/ml Extrakt.

CDNB DCNB Protein SA-CDNB SA-DCNB
Mittelwert 141,89 5,49 1,32 123,41 4,90
Standardabw. | 46,81 5,07 0,56 53,20 4,75
Median 145,65 3,59 1,05 117,29 3,66

In einem weiteren Versuch der Charakterisierung wurden die gemessenen GST-Aktivitaten
gegen die Hohenlagen der Standorte aufgetragen (Abb. 2.13, 2.14). Die Enzymaktivitaten

liegen im

Bereich der bereits in anderen Projekten gemessenen Werte. Wie im Fall der

Proteingehalte sind die Werte stark streuend; eine Ho6henabhéngigkeit deutet sich im zwei-
ten Jahrgang an.
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Abb. 2.13: Glutathion S-Transferase-Aktivitat fir die Konjugation von CDNB in den Nadein der be-
probten Fichten. Als BezugsgroBe wurde die Volumenaktivitit gewéahlt. Daten sind Mittel-
werte aus drei bis vier unabhédngigen Bestimmungen + Standardabweichungen.

2000 .
1. Jahrgang | 2. Jahrgang | 3. Jahrgang
1800 4 o
ormo | Bron | e
— 1600 — N ~. A
Z: B’ ............ "‘""D‘ -- _' ll:s = X
Z 1400 E\ \
8 \ \
. u hY
S 1200 . .
E %yav@v—ﬁ D%‘ Al
2 1000 { rOH HH QE
5 FO—-— 0.
c _————— ==4(OH .D-D .
g 800 P3| BT . %,
T ] Q% DD.D' =N
600 . 3 i
00 | FOO 00 A
200 T T T 1 T T T T T T T T T T T

0 510152025 0 5 10152025 O 5 10152025
G ST-Aktivitat [nmol/min], DCNB-Konjugation

Abb. 2.14: Glutathion S-Transferase-Aktivitét fiir die Konjugation von DCNB in den Nadeln der be-
probten Fichten. Als BezugsgrofBe wurde die Volumenaktivitdt gewahit. Daten sind Mittel-
werte aus drei bis vier unabhdngigen Bestimmungen + Standardabweichungen.
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Die Aktivitdtsbestimmung mit DCNB fiihrt zu starker streuenden Werten als die mit CONB;
es zeigt sich aber im Gegensatz zu jenen Daten eine insgesamt deutlichere Tendenz einer
Héhenabhangigkeit der Enzymaktivitaten (Verlauf der Minima-Linie im ersten und zweiten
Jahrgang). In Héhen um 800 m und oberhalb von 1.500 m zeigen sich verstarkt Baumcluster
mit starken Steigerungen der Enzymaktivitat. Dies korrespondiert zur vormals beobachteten
Erhdhung der GST-Aktivitat in Bereichen von Inversionslagen (Schréder et al. 1993, 1996).

Der Wechsel in der BezugsgroBe zu den Proteingehalten (Abb. 2.15 und 2.16) erbringt kei-
ne weiterfihrenden Informationen zu Zusammenhangen zwischen GST-Aktivitit und Expo-
sition der untersuchten Baume.
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Abb. 2.15: Spezifische Glutathion S-Transferase-Aktivitat fir die Konjugation von CONB in den Nadein
der beprobten Fichten. Daten sind Mittelwerte aus drei bis vier unabhdngigen Bestimmun-
gen = Standardabweichungen.
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Abb. 2.16: Spezifische Glutathion S-Transferase-Aktivitat fir die Konjugation von CDNB in den Nadein
der beprobten Fichten. Daten sind Mittelwerte aus drei bis vier unabhdngigen Bestimmun-
gen + Standardabweichungen.

Wie bereits aus den bisher dargestellten Ergebnissen angedeutet wurde, bestehen zwischen
den GST Aktivitdten zur Konjugation von CDNB und DCNB innerhalb eines Nadeljahrganges
aber auch zwischen einzelnen Nadeljahrgéngen signifikant positive Beziehungen (Tab. 2.11,
2.13 im Anhang, Abb. 2.17). Dies lasst den Schiuss zu, dass hier individuelle Standortsein-
flusse und/oder genetische Einflussfaktoren in besonderer Weise am Zustandekommen die-
ser Ergebnisse beteiligt ist. Weiterfiihrende Korrelationsanalysen unter Einbeziehung von
Standortsparametern (meteorologische Parameter, Seehdhe, Alter der Baume etc.), Nahr-
stoffgehalten sowie Konzentrationen von CKW und Nitrophenolen in den Nadeln ergaben
jedoch — im Unterschied zur GT-Aktivitdt und den Glutathion-Gehalten (siehe Kapitel 3.3, 3.4
und Teil 1) — Gberwiegend keine statistisch absicherbaren Zusammenhénge (Tab. 2.11, 2.13
im Anhang). Es wird daher vermutet, dass andere standértliche Faktoren und/oder die gene-
tische Pradisposition einen erheblichen Einfluss auf die GST-Aktivitidten der einzeinen Béau-
me hat. Hinsichtlich der Schadstoffgehalte in den Nadeln ist jedoch auch zu berticksichtigen,
dass die festgesteliten Konzentrationen der Nadeln besonders auch kutikular gebundene
Schadstoffe beinhalten und somit nicht mit den intrazelluldren, und somit GST-Aktivitat-
induzierenden Konzentrationen korreliert sein missen. Ein weiterer Aspekt, der hier zu be-
ricksichtigen ist, ist der Umstand, dass als Modellsubstrate anhand derer die GST-Aktivitét
bestimmt wurde, methodisch bedingt andere Substanzen herangezogen werden mussten als
diejenigen, die in den Nadeln analysiert wurden. Da die Substratspezifititen der in den Nadeln
vorhandenen GST-Isoenzyme nicht bekannt sind und auf diese Art nicht bestimmt werden
konnten, ist es moglich, dass auch diese Verwendung von Modellsubstraten eine potentielle
Ursache fir fehlende bzw. nicht sehr ausgepragte Korrelationen darstellen kdnnte.

Dennoch, zwischen den GST-Aktivitaten und dem Gehalt an Nitrophenolen lieBen sich signi-
fikante, wenn auch nicht sehr ausgepragte positive Zusammenhénge absichern (Abb. 2.18).
Einen weiteren Hinweis auf eine potentielle Beteiligung organischer Schadstoffe an der fest-
gestellten Entgiftungsaktivitét liefern die Ergebnisse der Clusteranalysen fir die CKW, die in
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" Teil 1 dargestelit und diskutiert wurden. Es zeigt sich namlich beim 3. Nadeljahrgang, dass
der Cluster 3, der einen signifikant héheren Anteil an Trichloressigséure (TCA) im Relativ-
muster und signifikant hdhere Konzentrationen an Trichloressigséure und der Summe an
leichtfliichtigen Kohlenwasserstoffen plus TCA in den Nadeln aufweist, auch eine signifikant
hohere GST-Aktivitat in den Nadeln aufweist (Abb. 2.20). Somit zeigt sich insgesamt ein ge-
wisser statistischer Erklidrungsanteil an den nachgewiesenen GST-Aktivitaten, der auf die
Belastung der Nadeln mit den analysierten organischen Schadstoffen zuriickzufihren ist.
Weiters war ein Anstieg der GST-Aktivitit mit Zunahme der Gehalte loslicher kutikulérer Li-
pide in den Nadeln absicherbar (Abb. 2.19).
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Abb. 2.17: Korrelationen zwischen den GST-Aktivitdten zur Konjugation von CDNB und DCNB inner-
halb eines Nadeljahrganges sowie zwischen einzelnen Nadeljahrgédngen (N1: 1., N2: 2., N3:
3. Nadeljahrgang).
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Abb. 2.17 Fortsetzung: Korrelationen zwischen den GST-Aktivititen zur Konjugation von CODNB und
DCNB innerhalb eines Nadeljahrganges sowie zwischen einzelnen Nadeljahrgéngen (N1:
1., N2: 2., N3: 3. Nadeljahrgang).
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Abb. 2.18: Korrelationen zwischen den Nitrophenolkonzentrationen und der GST-Aktivitét in Fichten-
nadeln (N1: 1., N2: 2. Nadeljahrgang).
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Abb. 2.19: Korrelationen zwischen der spezifischen GST-Aktivitdt und den Gehalten Idslicher kutikula-
rer Lipide im 1. Nadeljahrgang.
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Abb. 2.20: Mittlere relative Halokarbon-Muster der einzelnen Cluster (oben), Konzentrationen von
leichtfliichtigen halogenierten Kohlenwasserstoffen (LHKW), Trichloressigsdure (TCA) und
Summe LHKW + TCA in den Fichtennadeln der Cluster (mitte) und GST-Aktivitdt zur Kon-
jugation von DCNB in den Fichtennadeln der Cluster (unten), 3. Nadeljahrgang.
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3.3 Glutathiongehalte (GSH, GSSG)

Untersuchungen haben gezeigt, dass der GSH/GSSG-Gehalt in der Pflanzenzelle sehr stark
von physiologischen und &uBeren Faktoren wie Schwefelgehalt, Temperatur, Verschmut-
zung, Schwermetalle und Xenobiotika beeinflusst wird (Rennenberg & Lamoureux 1990;
de Kok 1990; Rauser 1990). Dabei haben besonders Schwermetalle durch die Induktion von
Phytochelatinen und die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies, sowie Xenobiotika durch

die Bildung von GSH-Konjugaten einen groBen Einfluss auf den Glutathiongehalt der Zelle.

15,69 ¥-Ghi-Ghs
19.69 7-Glu-Glu

GSSG

.34

GSH

—0 )

0.33

§TOP
14.14

2} GSH bIGSSG

Abb.2.21: Beispielhafte Darstellung eines HPLC-Chromatogramms fir die Bestimmung des Gehalts

an GSH und GSSG in einer Fichten-Zellkultur. Die Messung erfolgte wie oben beschrieben.
Die Thiolderivate wurden bei 365nm detektiert.

Die Auswertung der HPLC-Chromatogramme (ein beispielhaftes Diagramm ist in Abbildung
2.21 dargestellt) bzw. die Berechnung der Konzentrationen von GSH und GSSG in den Zel-
len erfolgte durch Verhaltnisbildung des GSH- bzw. GSSG-Peaks zum internen Standard
y-Glu-Glu-Peak. Die Quantifizierung der GSH/GSSG-Konzentrationen erfolgte Gber eine Ka-
libriergerade. Die jeweilige Konzentration wurde in nmol pro g Frischgewicht berechnet.
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Tab. 2.6: GSH- und GSSG-Gehalte [nmol/g FS] in den Proben der Nadeljahrgdnge 1 (N1), 2 (N2)
und 3 (N3) der beprobten Fichten. Aufgrund der geringen Materialmenge konnten einzeine

Standorte bzw. Nadeljahrgénge nicht untersucht werden.

Standort GSH GSSG
N1 N2 N3 N1 N2 N3

1 54,54 82,71 n.a. n.a. 38,76 n.a.
2 49,68 135,79 n.a. 11,25 39,49 n.a.
3 n.a. n.a. 293,80 n.a. n.a. 17.18
4 99,07 37,75 n.a. 13,56 13,78 n.a.
5 58,70 200,91 n.a. 11,19 21,97 n.a.
6 66,66 33,39 n.a. 8,85 4,40 n.a.
7 70,32 48,34 n.a. 26,57 n.a. n.a.
8 163,95 n.a. 46,47 13,68 n.a. 7.58
9 15,64 n.a. 23,99 4,45 n.a. 4,89
10 42,58 215,27 n.a. 12,73 25,68 n.a.
11 47,25 58,29 n.a. 16,50 6,41 n.a.
12 16,32 48,38 n.a. 3,35 9,39 n.a.
13 15,30 29,34 n.a. 6,42 6,13 n.a.
14 172,26 n.a. 68,45 14,84 n.a. 5.66
15 n.a. 33,27 n.a. n.a. 20,19 n.a.
16 333,10 38,78 n.a. 27,47 23,53 n.a.
17 23,63 n.a. n.a. 6,59 n.a. n.a.
18 273,21 n.a. n.a. 35,52 n.a. n.a.
19 43,21 n.a. 87,91 9,41 n.a. 5,84
20 n.a. 45,98 n.a. n.a. 12,90 n.a.
21 61,46 200,01 n.a. 6,38 23,03 n.a.j.
22 n.a. 30,85 57,30 n.a. 7,26 11,32
23 n.a. 18,56 n.a. n.a. 5,94 n.a.
24 55,20 n.a. n.a. 27,86 n.a. n.a.
25 226,62 40,96 n.a. 13,62 3,57 n.a.

Die Messung der Glutathiongehalte in den Proben aus Fichtennadeln zeigen in zahlreichen
Fallen etwa gleich hohe GSH und GSSG-Gehalte auf. Dies ist in der Natur nicht zu beob-
achten und muss als ein Artefakt, bedingt durch die lange Lagerung bzw. den Transport der
Proben gedeutet werden. Da von uns GSH und GSSG bisher immer in frisch geernteten
Proben gemessen wurden, liegen keine Erfahrungen beziglich der Kompensierbarkeit sol-
cher Verluste durch Standardisierung und Hochrechnung vor. Somit kénnten diese Daten le-
diglich zur Beurteilung der Gesamtglutathiongehalte der Pflanzen herangezogen werden.

Statistische Auswertungen der Ergebnisse und Korrelationen mit anderen Gréf3en (Tab.
2.12, 2.13 im Anhang) haben jedoch gezeigt, dass die hier bestimmten Glutathion-Gehalte,
trotz der notwendigen Einschrankung, dass sie nicht als quantitativ betrachtet werden dir-
fen, einen gewissen Aussagegrad besitzen. Dies lasst auch der festgestelite Zusammen-
hang zwischen oxidiertem und reduziertem Glutathion vermuten (Abb. 2.22).
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Abb. 2.22: Korrelationen zwischen GSH und GSSG im 1. (N1) bzw. 2. Nadeljahrgang.
Beispielsweise korrelieren die Glutathiongehalte negativ mit dem pH-Wert im Waldboden

(Abb. 2.23), positiv mit den gemessenen Schwefelkonzentrationen in den Nadeln (Abb. 2.24)
und positiv mit dem Alter der Fichtenbesténde (Abb. 2.25).
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Abb. 2.23: Negative Korrelationen zwischen den GSH-Gehalten im 3. Nadeljahrgang der untersuchten
Fichtennadeln und den pH-Werten im Auflagehurmus (O) sowie im Mineralboden 0-10 cm.

400 40
o o
" . ] 30 a .
. 20
+~ 100 g
Z 80 Z
&5 601 a o
E J a a 8 L 18<
o 40 ° 2 8
= g 7
[+]
E a 5 6
£ 20 o 8
3 Co 2 4
G 10 . . . ' - ¢ 3 . : . . —
05 06 07 - 08 09 10 R 05 06 07 08 09 10 RE
S [% TS}, N1 S [% TS], N1
r=0,60 r=054

Abb. 2.24: Positive Korrelation zwischen den GSH- sowie GSSG-Gehalten im 1. Nadeljahrgang (N1)
der untersuchten Fichtennadeln und ihren Schwefelgehalten.
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Abb. 2.25 Positive Korrelation zwischen den GSH-Gehalten im 1. Nadeljahrgang (N1) der untersuch-
ten Fichtennadeln und dem Alter der untersuchten Fichten.

Auch eine signifikante, wenn auch sehr lose positive Korrelation mit der Akkumulation von
CKW in den Nadeln ist festzustellen (Abb. 2.26), so dass insgesamt, trotz der hohen Ver-
schiebungen in den Gesamtgehalten durch die zu lange Lagerung der Proben, von einem
Zusammenhang zwischen der Verfiigbarkeit von GSH und der Immission gesprochen wer-
den kann.
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Abb. 2.26: Korrelation fir die Abhédngigkeit zwischen GSH-Gehalten und Konzentrationen an leicht-
fliichtigen halogenierten Kohlenwasserstoffen (LHKW) plus Trichloressigsdure (TCA) im
1. Nadeljahrgang (N1).

Anhand schrittweiser Regression lasst sich ein hoher Anteil der Variabilitit der GSH im
1. Nadeljahrgang durch das Alter der Baume (als wesentlichste Variable), durch den Zink-
und Mangangehalt der Nadeln sowie durch die Konzentration an 2-NP in den Nadein erkla-
ren, wobei der GSH-Gehalt mit zunehmendem Alter der Baume und zunehmender Konzent-
ration von 2-Nitrophenol (2-NP) sowie der Abnahme der Zink- und Mangangehalte in den
Nadeln ansteigt (Tab. 2.7). Hervorzuheben ist hier allerdings, dass zwei einflussreiche Félle
(Standorte mit hohem Alter der Baume und gleichzeitig hohem GSH-Gehalt, Abb. 2.25)
mafgeblich fiir das Zustandekommen dieses Ergebnisses verantwortlich sind. Die Ergebnis-
se sind daher als vorldufig zu interpretieren und bedirfen weiterer Uberpriifungen in kunfti-
gen Studien bevor ihnen Giiltigkeit attestiert wird. Zu dem sind — wie oben dargestelit —
durch lagerungsbedingte Artefakte. die GSH-Werte als Absolutwerte unbrauchbar und ledig-
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lich als Relativwerte heranziehbar, weshalb in Tabelle 2.7 nur die standardisierten Koeffi-
zZienten angegeben werden.

Tab. 2.7: Ergebnisse einer schrittweisen Regressionsanalyse mit GSH im 1. Nadeljahrgang (N1) als
abhéngiger Variable vom Bestandesalter, der Zink-, Mangan- und 2-Nitrophenol-
~ Konzentration in den Nadeln (n=17)

Unabhéangige Standardisierte Signifikanz Signifikanz Bestimmt- Korrigizertes
Variable Koeffizienten T F heitsmaf3 R
Beta R?
Konstante 0,030 0,000 0,876 0,835
Bestandesaliter 1,056 0,000
[Jahre]
Zink, N1 -0,645 0,000
[mg/kg TS]
2-Nitrophenol, N1 0,252 0,037
[ug/kg FS)
Mangan, N1 -0,265 0,040
[mg/kg TS]

3.4 Aktivitdt der Glucosyltransferasen

Die mit den verschiedenen Nadelextrakten durchgefihrten Messungen der O-Glucosyltrans-
ferase (GT)-Aktivitat erfolgten nach einer modifizierten Methode von Sandermann et al.
(1991). Es wurde die Enzymaktivititsmessung mit 4 Substraten, 2,4,5-Trichlophenol
(2,4,5-TCP), 4-Nitrophenol (4-NP), 2-Nitrophenol (2-NP) und 2,4-Dinitrophenol durchge-
fihrten, wobei nur fir die ersten drei Xenobiotika eine enzymkatalysierte Glucosidbildung
nachgewiesen werden konnte. Die Originaldaten sind in den Tabellen 2.8 enthalten. Auch
hier konnte bedingt durch Mangel an Probenmaterial nur ein Teil der Standorte untersucht
werden.

Alie untersuchten Fichtennadelproben zeigten Glucosyitransferase-Aktivitat. Es konnte wei-
terhin und als zentrales Ergebnis gezeigt werden, dass die drei Phenolderivate 2,4,5-Trich-
lorphenol, 4-Nitrophenol und 2-Nitrophenol, wie auch schon vorher fir Sojazellen be-
schrieben (Sandermann et al. 1991), verschieden schnell umgesetzt werden, und dass die
Zellextrakte der unterschiedlichen Baume sich stark in den entsprechenden GT-Aktivitaten
unterscheiden.
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Tab. 2.8: Glucosyltransferase-Aktivitdt zur Konjugation von TCP, 2-NP und 4-NP in den Fichtenna-
dein (N1 = 1., N2 = 2. und N3 = 3. Nadeljahrgang).

Standort GT-Aktivitat
N1 N2 N3
TCP | 2-NP | 4-NP z TCP | 2-NP | 4-NP z TCP | 2-NP | 4-NP z
1 n.a. n.a. n.a. na. 11,29 1,79 3,54| 16,62 n.a. n.a. n.a. n.a.
2 34,01 3,37, 7,22 4460 1187 0,86 1,59| 14,32 26,16 3,69 7,85/ 37,70
3 n.a. n.a. n.a. na.| 1570, 4,60 5,56| 25,86 8,56] 2,54 4,39 15,49
4 n.a. n.a. n.a. n.a. na.l - na. n.a. n.a. 9,73 2,14 2,62| 14,49
5 n.a. n.a. naj na| na n.a. na| naj . 922 192 292 14,06
6 11,16 1,46 4,091 16,71 n.a. n.a. n.a. na.| 11,61 297 5,12 19,70
7 30,03 3,47 8231| 41,81 11,08/ 547 7,19 23,74 9,56 2,04 6,10 17,70
8 n.a. n.a. n.a. na.| 17,04 3,87 6,07 26,98 11,37 2,50 4,83} 18,70
9 n.a. n.a. n.a. na.| 12,14 4,28 4,59/ 21,01 n.a. n.a. n.a. n.a.
10 n.a. n.a. n.a. na.| 17,05 4,58 4,15| 25,78 n.a. n.a. n.a. n.a.
11 25,83 3,21 6,38] 35,42 n.a. n.a. n.a. n.a. ‘n.a. n.a. n.a. n.a.
12 n.a. n.a. n.a. na.l 13,35 5,61 6,46| 25,42 n.a. n.a. n.a. n.a.
13 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
14 n.a. n.a. n.a. n.a. 9,67 4,00 5,67| 19,34 8,96 2,13 2,87 13,96
15 25,41 3,13| 6,34| 34,88 n.a. n.a. n.a. na.| 26,00 2,09 7,77| 35,86
16 19,34| 2,20 11,95} 33,49 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
17 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. na.l 17,09 2,33 4,43] 23,85
18 n.a. n.a. na.| na. n.a. n.a. na| na} 10,19 1,44| 4,08 1571
19 na.| na. n.a. na.| 18,43 4,93 7,00 30,36 n.a. n.a. n.a. n.a.
20 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a: n.a. na.| 15,67 2,39 510| 23,16
21 12,81 2,68/ 5,78| 21,27 20,26} 11,92 7,16 39,34 n.a. n.a. n.a. n.a.
22 23,34, 10,68 9,421 43,44 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
23 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
24 20,63| 6,58/ 7,68] 34,89 n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
25 n.a. n.a. n.a. na.| 2094 4,57 5,511 31,02 na. na. n.a. n.a.

Korrelationen der unterschiedlichen 2-NP- bzw. 2,4,5-TCP- GT-Aktivitaten in den einzelnen
Nadelproben mit anderen Parameter der Fichtennadeln, wie Erndhrung oder Schad-
stoffbelastung, lassen den Schluss zu, dass Umweltfaktoren sich hier in besonderem MaB3
positiv bzw. negativ auf die GT-Aktivitat der Fichten auswirken konnen. So konnte in Nadel-
proben mit hohen Calcium-, Zink- oder Magnesium-Gehalten auch hohe 2-NP- bzw.
2,4 5-TCP-GT-Aktivitdten (Abb. 2.27) und in Proben mit hohem Gehalt an chlorierten Koh-
lenwasserstoffen hohe Enzymaktivitdten (Abb. 2.28) nachgewiesen werden. Hervorzuheben
ist v.a. die Zunahme der GT-Aktivitdt mit Zunahme der PER-Gehalte im 3. Nadeljahrgang,
da PER der einzige chlorierte Kohlenwasserstoff war, der im 3. Nadeljahrgang keine hohe-
ren Gehalte als im 1. Nadeljahrgang aufwies (siehe Teil 1). Weiters scheint ein Zusammen-
hang zwischen der TCP-GT-Aktivitat und dem Gehalt an 16slichen kutikuléren Lipiden gege-
ben zu sein (Abb. 2.29).
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Abb. 2.27: Zusammenhang zwischen der Glucosyl-Transferase-Aktivitét fir die Konjugation von
Trichlorphenol (oben) sowie 2-Nitrophenol (unten) und Calcium-, Zink- oder Magnesium-
Gehalten im 1. Nadeljahrgang (N1) der Fichtennadein.
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Abb. 2.28: Zusammenhang zwischen der Glucosyl-Transferase-Aktivitdt fiir die Konjugation von
4-Nitrophenol sowie 2-Nitrophenol und CKW-(hier: Perchlorethylen bzw. 1,1,1-Trichlor-
ethylen)-Gehalten im 3. Nadeljahrgang (N3) der Fichtennadelin.
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Abb. 2.29: Zusammenhang zwischen der Glucosyl-Transferase-Aktivitdt fir die Konjugation von
Trichlorphenol und den Gehalten Idslicher kutikuldrer Lipide (SCL) im 1. Nadeljahrgang
" (N1) der Fichtennadein.

Die Aktivititen der GT scheinen daneben auch noch zusétzlich durch Standortsfaktoren
(Seehohe, Temperatur, Niederschlag) sowie durch das Alter der Bdume beeinflusst zu sein
(Abb. 2.30). Anhand schrittweiser Regression lasst sich die GT-Aktivitat zur Konjugation von
4-NP im 1. Nadeljahrgang durch die Parameter Temperatur im Probenahmemonat Oktober,
Konzentration von TETRA im 1. Nadeljahrgang und Niederschlag im Zeitraum Mai-Oktober
(Tab. 2.9) bzw. durch das Alter der Baume sowie durch die Konzentration von TRI und
TETRA im 1. Nadeljahrgang (Tab. 2.10) sehr gut beschreiben. Dabei gehen die Temperatur
und der Niederschlag negativ und das Alter der Bdume und die Schadstoffkonzentrationen
positiv in die Gleichungen ein. Das heif3t, je niedriger die Temperatur im Probenahmemonat
Oktober und der Niederschiag in der Vegetationsperiode (Mai-Oktober) des Untersu-
chungsjahres und je héher die Konzentration von TETRA desto hdher ist die GT-Aktivitat im
1. Nadeljahrgang. Oder im Falle des zweiten dargestellten Modells: Je hdher das Alter der
Baume und die Konzentrationen von TRl und TETRA desto héher ist die GT-Aktivitat im
1. Nadeljahrgang. GeméaB den Beta-Koeffizienten sind die beiden wesentlichen, zur Erkla-
rung beitragenden Variablen in der jeweiligen Gleichung die Temperatur im Probemonat
Oktober bzw. im 2. Modell das Alter der Baume (Tab. 2.9, 2.10). Dies konnte anhand der
Scatterplots (Abb. 2.30) bzw. anhand der Korrelationstabellen (Tab. 2.12, 2.13 im Anhang)
vermutet werden. Einschrankend zu diesen Ergebnissen ist zu sagen, dass sie aufgrund der
geringen, far eine Analyse auf die GT zur Verfligung stehenden Probenanzahl auf einer sehr
geringen Stichprobenanzahl beruhen. Diese Ergebnisse sind daher lediglich als ein erster
empirischer Hinweis auf mégliche Einflussfaktoren auf die GT-Aktivitdt zu werten, der an-
hand weiterfilhrender Untersuchungen verifiziert werden muss.
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Abb. 2.30: Zusammenhang zwischen der Glucosyl-Transferase-Aktivitat fir die Konjugation von
. 4-Nitrophenol im 1. Nadeljahrgang (N1) bzw. TCP im 2. Nadeljahrgang (N2) und der See-

héhe des Standortes, der mittleren Temperatur im Probenahmemonat Oktober 1995 sowie

dem Alter des Bestandes bzw. der Niederschlagssumme im Probenahmemonat Oktober

1995.

Tab. 2.9: Ergebnisse einer schrittweisen Regressionsanalyse mit GT4NP im 1. Nadeljahrgang (N1),
als abhéngiger Variable von der Temperatur im Probemonat Oktober (T10), der Konzentra-
tion von Tetrachlorkohlenstoff in den Nadeln und dem Niederschlag in der Periode Mai bis
Oktober (NS5-10), (n=9).

Unabhéngige { Nicht stan-| Standard- | Standard- | Signifikanz | Signifikanz | Bestimmt- | Korrigiertes

Variable dardisierte fehler |isierte Koef- T F heitsmaf3 R?

Koeffizien- fizienten R2
ten Beta
B

Konstante 38,735 2,956 0,000 0,001 0,959 0,934

T10 [°C] -3,373 0,344 ° -1,031 0,000

TETRA 2,202 0,474 0,503 0,006

[ug/kg FS], N1

NS5-10 -0.00396 0,001 -0,270 0,036

[mm]
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Tab. 2.10: Ergebnisse einer schrittweisen Regressionsanalyse mit GT4NP im 1. Nadeljahrgang (N1)
als abhédngiger Variable vom Bestandesalter und der Konzentration von Trichlorethylen und
Tetrachlorkohlenstoff in den Nadeln (n=8; Anmerkung: Da die Konstante nicht signifikant
verschieden von Null ist, wurden die Koeffizienten durch eine Regressionsanalyse ohne
Konstante berechnet. Da dadurch die statistischen MaBzahlen (z.B. Signifikanz) verzerrt
widergespiegelt werden, wurden diese aus der Regressionsanalyse mit Konstante ent-

nommen).
Unabhangige | Nicht stan- | Standard- | Standard- | Signifikanz | Signifikanz | Bestimmt- |Korrigiertes
Variable dardisierte | fehler [isierte Koef- T F heitsmaf R?

Koeffizien- fizienten R?
ten Beta
B

Bestandes- 0,0629 0,004 0,69 0,000 0,000 0,98 0,973
alter [Jahre) '
TRI 1,755 0,348 0,195 0,011
[ug/kg FS], N1 .
TETRA 1,495 0,426 0,186 0,018
Hg/kg FS], N1

Neben der unterschiedlichen Gesamtaktivitit ist es auffaliend, dass das Verhiitnis der Um-
satzraten der Phenolderivate (2,4,5-TCP/4-NP, 2,4,5-TCP/2-NP) zueinander von Probe zu
Probe variiert (Abb. 2.31). Dies zeigt sich auch anhand der fehlenden Korrelationen zwi-
schen den verschiedenen GT-Aktivitdten im identen Nadeljahrgang (Tab. 2.12, 2.13 im An-
hang). Hieraus kann geschlossen. werden, dass nicht ein einzelnes Enzym die verschiede-
nen Phenole unterschiedlich gut umsetzt, sondern dass in den Fichtennadeln verschiedene

Isoenzyme der Glucosyltransferase vorliegen. .

207
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15
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Abb. 2.31: Darstellung der Abhdngigkeiten zwischen O-Glucosyltransferase-Aktivitdten in den be-
probten Fichten: Beleg fir die Prasenz unterschiedlicher Isoformen des Enzyms.
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4 SCHLUSSFOLGERUNGEN ZU TEIL 2

An 25 verteilt Gber Osterreich gelegenen Waldstandorten in emittentenferner Lage wurden
Fichtennadelproben im Oktober 1995 geworben und auf die Aktivititen von Entgiftungsen-
zymen (Glutathion-S-Transferasen, Glucosyltransferasen) sowie auf die Glutathiongehalte
untersucht. Diese Analysen von pflanzenphysiologischen Wirkungsparametern sollten die in
Teil 1 untersuchten Ergebnisse zur Belastung der Nadeln mit Nitrophenolen und haloge-
nierten Kohlenwasserstoffen unterstitzen.

Glutathion-S-Transferase-Aktivitat (GST) in Fichtennadeln

Glutathion-S-Transferasen sind Entgiftungsenzyme fir organische Schadstoffe, auch far
solche, die aus der Luft in pflanzliche Gewebe aufgenommen werden kénnen. Daneben
kénnen GST auch durch zahireiche andere Stressoren, wie Trockenheit, Ozon, Pathogene
und unspezifisch oxidativ wirkende Schadstoffe induziert werden, offenbar in einer Gesamt-
reaktion des Schwefel- und Entgiftungsstoffwechsels.

Erfahrungen der vergangenen Jahre haben gezeigt, dass die GST-Aktivitdt von Pflanzen
und Tieren daher eventuell als Belastungsmarker herangezogen werden kann. Bevor aber
die vorliegenden Befunde in dieser Art interpretiert werden, muss beachtet werden, dass die
untersuchten Individuen sicherlich genetisch groBe Unterschiede aufweisen und dass auch
standortliche Parameter die Physiologie der Baume beeinflussen kénnen. GroBteils fehlende
oder nicht sehr ausgepragte Korrelationen zwischen der GST-Aktivitdt der Nadeln und
Standortsparametern (z.B. Temperatur, Niederschlag, Seehdéhe), den Nahrstoffgehalten so-
wie den Nitrophenol- und CKW-Gehalten in den Nadeln lassen vermuten, dass eine Reihe
weiterer, nicht erhobener Parameter einen maBgeblichen Einfluss auf die festgestellte GST-
Aktivitat haben dirften. Zu bericksichtigen ist hier auch, dass die nachgewiesenen Schad-
stoffkonzentrationen in den Nadeln besonders auch kutikuldr gebundene Schadstoffe um-
fassen und somit nicht notwendigerweise mit den potentiell GST-induzierenden intrazellula-
ren Schadstoffgehalten korreliert sind. Ein weiterer Aspekt, der hier zu beriicksichtigen ist,
ist der Umstand, dass als Modellsubstrate anhand derer die GST-Aktivitat bestimmt wurde,
methodisch bedingt andere Substanzen (z.B. Chiorbenzole, teilhalogenierte Aliphaten u.a.)
herangezogen werden mussten als diejenigen Schadstoffe, die in den Nadein analysiert
wurden. Da die Substratspezifititen der in den Nadeln vorhandenen GST-Isoenzyme nicht
bekannt sind und auf diese Art nicht bestimmt werden konnten, ist es méglich, dass auch
diese Verwendung von Modellsubstraten eine potentielle Ursache fiir fehlende bzw. nicht
sehr ausgepragte Korrelationen darstellen kénnte.

Generell waren in der gegenstandlichen Studie GST-Aktivititen in allen Proben nachweis-
bar, wobei die Y2-jahrigen Nadeln signifikant hohere spezifische Aktivitaten aufwiesen als die
1%- und 2%-Jahre alten Nadeln. Offenbar besteht ein altersbedingter Unterschied in der
spezifischen GST-Aktivitat, der sich v.a. durch die Unterschiede der Proteingehalte in den
einzelnen Nadeljahrgéngen erklaren lasst. Von Bedeutung ist dieses Ergebnis v.a. auch
deshalb, weil in der vorliegenden Studie Zunahmen der CKW-Gehalte mit dem Nadelalter
festgestellt wurden (siehe Teil 1), die mdglicherweise mit diesem Unterschied in der GST-
Aktivitat zwischen den Nadeljahrgéngen in Zusammenhang stehen.

Da ein Einfluss der klassischen Luftschadstoffe NO, und SO, auf die Fichten in den entlege-
nen Gebieten aufgrund der geringen Quellstarke ausgeschlossen werden kann, wird ver-
mutet, dass Photooxidantien und ihre Vorlaufer, meist organische Verbindungen, via Fern-
transport an die Standorte gelangen und dort als Stressoren auf Pflanzen einwirken (Ren-.
nenberg und Reuther 1991). Zu nennen sind in diesem Zusammenhang besonders die or-
ganischen Peroxide, aber auch chlorierte Kohlenwasserstoffe (CKW), die aufgrund ihrer
Stabilitat (iber weite Strecken verfrachtet werden kénnen und gemaB den in Teil 1 darge-
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stellten Ergebnissen auch deutlich in den Nadelproben nachweisbar waren. Sie sind aus ex-
perimentellen Versuchen als mégliche Induktoren und Substrate fir GST bekannt. Teilweise
erbrachte die vorliegende Studie Hinweise, die auf einen Zusammenhang zwischen CKW-
bzw. Nitrophenol-Gehalt der Nadeln und der GST-Aktivitdit hindeuten: Bei einzelnen
Nitrophenolen konnten Anstiege der GST-Aktivitat mit Zunahme der Konzentrationen einzel-
ner Nitrophenole in den Nadeln abgesichert werden. Bemerkenswert ist auch, dass jene
Gruppe von Standorten mit héheren Trichloressigsaure-Anteilen bzw. -konzentrationen in
den 2%-jahrigen Nadeln signifikant hohere GST-Aktivitaten aufwies.

Glutathiongehalt (GSH, GSSG) in Fichtennadeln

Glutathion ist das haufigst auftretende Thiol in Lebewesen und macht unter normalen Be-
dingungen mehr als 90 % des wasseridslichen Nicht-Protein-Thiols der Pflanze aus. Unter-
suchungen haben gezeigt, dass der Glutathiongehalt in der Pflanzenzelle sehr stark von
physiologischen und auBeren Faktoren wie Schwefelgehalt, Temperatur, Verschmutzung,
Schwermetalle und Xenobiotika beeinflusst wird. Dabei haben besonders Schwermetalle
durch die Induktion von Phytochelatinen und die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies,
sowie xenobiotische organische Schadstoffe durch die Bildung von GSH-Konjugaten einen
groBen Einfluss auf den Glutathiongehalt der Zelle. Unter normalen Bedingungen ist Glu-
tathion in seiner reduzierten Form als GSH verfiigbar, die oxydierte Form (GSSG) liegt in ih-
rer Konzentration etwa 10fach niedriger.

Aufgrund von Artefakten — vermutlich durch die Probenlagerung — konnten die Glutathionge-
halte in ihren Absolutwerten nicht ausgewertet werden. Die Lagerung scheint jedoch alle
Proben gleichermaBen und in vergleichbarem Umfang getroffen zu haben, so dass die vor-
liegenden Glutathionwerte in ihren relativen Gehaltsunterschieden zwischen den Standorten
glitige Aussagekraft besitzen sollten und daher statistische Auswertungen gerechtfertigt er-
schienen. Auffallig an den Ergebnissen der vorliegenden Studie ist der signifikante Anstieg
der Glutathion-Werte mit dem Schwefelgehalt und dem Alter der untersuchten Baume. An-
hand schrittweiser Regression lie sich ein sehr hoher Anteil der Variabilitdt der Glutathion-
gehalte in den Nadeln mit dem Bestandesalter, den Zink- und Mangangehalten und der
2-Nitrophenolkonzentration der Nadeln in Zusammenhang bringen, wobei die GSH-Gehalte
mit Zunahme des Alters der Baume und Zunahme der 2-Nitrophenolgehalte sowie abneh-
menden Zink- und Mangangehalten in den Nadeln ansteigen.

Glucosyltransferase-Aktivitit (GT) in Fichtennadein

Die Glucosyltransferasen (GT) représentieren eine gro8e Gruppe von Enzymen des pflanzii-
chen Sekundarstoffwechsels, deren natlirliche Funktion in der Konjugation von Phenolen,
Polyphenolen und anderen Naturstoffen liegt. Weiterhin werden GT den Entgiftungs-
enzymen der Phase 1l (Konjugation des Fremdstoffmolekiils mit hydrophilen, organismusei-
genen Verbindungen) zugeordnet, da zumindest einige Isoformen auch die Konjugation von
Glucose mit einem Spektrum hydrophober, elektrophiler Substrate wie Chlorbenzolen,
Nitrophenolen und Harnstoffderivaten katalysieren.

Glucosyltransferase-Aktivitat war in allen Nadelproben messbar und offenbar auf mehrere
Isoenzyme verteilt, die unterschiedlich auf die Belastungssituation in situ bzw. Standort-
parameter reagierten. Dabei wurde deutlich, dass 2-Nitrophenol und 4-Nitrophenol wohl als
Marker fiir die unterschiedlichen Enzyme herangezogen werden kdnnen, wahrend Trich-
lorphenol von allen Isoformen als Substrat akzeptiert wird. Aufgrund dieser komplexen Zu-
sammenhange ist es im Augenblick noch nicht maglich, Vorhersagen zu machen, in wieweit
phenolische Depositionen auf Nadeln die GT-Aktivitdt in Nadelextrakten, und die Enzymakti-
vitaten wiederum den Gehalt an luftgetragenen Phenolen in Nadeln beeinflusst. Ahnlich wie
bei den Giutathiongehalten diirften jedoch Standortsparameter, die Ernéahrung der Baume
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sowie die Belastung mit organischen Schadstoffen einen Beitrag zu den festgestellten
Standortsunterschieden der GT-Aktivitit liefern. So zeigten sich anhand schrittweisen Reg-
ressionen statistisch absicherbare Zunahmen der GT-Aktivitat in den Y2-jéhrigen Nadeln mit
Abnahme der Standortstemperatur, Zunahme des Alters der Badume, Zunahmen der Nadel-
gehalte einzelner Nahrstoffe (Calcium, Magnesium, Zink) und Zunahmen der Nadelkonzent-
rationen von chlorierten Kohlenwasserstoffen (Tetrachlorkohlenstoff, Trichlorethylen). Im
Unterschied dazu dirften in den alteren Nadeljahrgangen — anhand der in Teil 1 beschriebe-
nen Ergebnisse — eher die festgesteliten standdrtlichen Konzentrationsunterschiede bei ein-
zelnen Nitrophenolen und chlorierten Kohlenwasserstoffen durch standortliche Unterschiede
der GT-Aktivitdten beeinflusst sein.

Insgesamt sind die festgestellten statistischen Zusammenhange zwischen den Aktivitdten
der Entgiftungsenzyme und den weiteren Untersuchungsparametern der vorliegenden Stu-
die als vorlaufige, empirische Befunde zu werten, die einer Uberpriifung und Absicherung
durch nachfolgende, aufbauende Untersuchungen bedfirfen.
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6 ANHANG

6.1 Korrelationstabellen

Tab. 2.11: Spearman-Rank Korrelationskoeffizienten zwischen den GST- bzw. Protein-Gehalten und
anderen Parametern (n = 25 — mit Ausnahme der mit * gekennzeichneten Parameter; * p<
0,05, **p < 0,01)

GST| GST|PROT] GST| GST| GST| GST|PROT| GST| GST| GST| GST| PROT| GST| GST
CDNB | DCNB SA| SA|CDNB| DCNB SA| SA]CDNB|DCNB SA} SA
CDNB | DCNB CDNB | DCNB CDNB | DCNB
N1 N1 N1 N2f N2§ N2| N2| N2| N3| N3] N3] N3] N3
GSTDCNB, N1
PROTEIN, N1
GSTSACDNB, N1 ,288
GSTSADCNB, N1 | ,285
GSTCDNB, N2 ,195
GSTDCNB, N2 217] 073
PROTEIN, N2 ,097 | -225 X
GSTSACDNB, N2 -015
GSTSADCNB, N2 | .269| 279 ,362 319
GSTCDNB, N3 ,367 =1 262 Bl ,378
GSTDCNB,N3 |4 152 217 149 | 1 183
PROTEIN, N3 -118] -116 -122| 223 268] -326] ,125] ,267] .175
GSTSACDNB,N3 | ,524] 345 ,188 | -,030 ,260 ,240
GSTSADCNB,N3| ,439| ,203| ,030] ,359| ,202 48| -,070 243 | 379
GSH, N1 * A77] -164] 087 -066] -308
GSSG, N17* 137 -423] -096] -o078] -417
GSH, N2* a75] 08| .355] ,017] -223
GSSG, N2* 194 141 ,306] -009] -004
GSH, N3* 371] 00| 371] -143] 486
GSSG, N3* -086) ,600| ,488| -371] 257
GTTCP,N1*
GT2NP, N1 ¥
GT4NP, N1*
GTP,N1* .283] -283} 6171 550
GTTCP, N2* 378 .140] 329 021] -o021
GT2NP, N2 * Jg261 2031 -008] ,112] -196
GT4NP, N2* 12| 049] 0357 -007] 161
GTP, N2* 64| ,175] ,322] -o084] -007
GTTCP,N3* 189 | 0421 -364| 420 175
GT2NP, N3 * 210] 021] ,070] ,042] -042
GT4NP, N3* 68| ,118] -077] ,245] 189
GTP, N3~ 056 -063| -266] ,2s9] 105
T10' 216| .287| -053| .108] ,252] .186| -010] ,039] 099 -143] 82| ,044| ,0s0] ,010] ,002
75107 225| 255 .158| ,022| .60 ,111] -020] ,017| ,080| -098] ,004] 59| -069] 050] ,120
T1-127 263| ,256| .194| 010 ,122] ,102] -054] .009] 087{ -114]| 018} 184} -045} ,035] ,152
NS10 ' -099| ,049] -302] 184 97| -077] 264 .54 -171] 268 ,123]| 037 At -278] -187
NS5-10° -074| 24| -217| 110 82| -1s8] .080] -073| -094] ,136] .010] -159] .130{ -078{ -186
N§1-12" -152| 009] -312] 114 223] -219] 080 -025| -195] ,093| ,027]| -218] ,209{ -155[ -293
EN** anr] 153 ] -015F BEeY| 56| 427| 71| ,258] 00| ,087]| ,325{ ,203] -330fF ¢ ,322
ENPB*? -002| -o079| ,<62] -111] -146] -o076] ,092]| -050] ,049] ,156]| ,353] ,351 -365{ -,060
TCM, Nt 078] 065 259] -137] -170
TCE, N1 -006| 209 ,342] -352] 007
TETRA, N1 073] -063] ,167] -056] -148
TRI, N1 -080| -303] ,278]| -348
PER, N1 -025| -2611 ,112] -072] -308
TCA, N1 000] 145 ,083] -164[ 066
LHKW+TCA, N1 57| 061 385] -380] -195
LHKW, N1 -073[ -272] 65| -167] -322
TCM, N3 083 -113] ,231] -248] -240
TCE, N3 -196| -226] -,153| .005] -106
TETRA, N3 -173| -or7| ,207| -266] -165
Monographie 123 (2000) Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria




Anhang

111

Tab. 2.11: Fortsetzung

GST| GST|PROT| GST| GST| GST| GST!PROT| GST| GST| GST| GST|PROT| GST| GST
CDNB | DCNB SA SA | CONB | DCNB SA SA | CDNB | DCNB SA SA
CDNB | DCNB CDNB | bCNB CDNB | DCNB
N1 N1 N1 N1 N1 N2l N2 nN2] N2l N2] N3| N3] N3] N3] N3
TRI, N3 -105] 012 094] -148] -070
PER, N3 -236] -119
TCA, N3 201 | 366
LHKW+TCA, N3 193] 337
LHKW, N3 -219| -170
2-NP, N1 2781 -035| 114
4-NP, N1 254 | o071 -285
4-M-2-NP, N1 225 -001] -369
2,4-DNP, N1 ,186 - 173
SUM NP, N1 255|068 -204
2-NP, N2 215| 039 ,097
4-NP, N2 321
4-M-2-NP, N2 041 ,143] 075] -010] ,138
3-M-4-NP, N2 0841 370] 164| -042] 392
2,6-DM-4-NP, N2 056 ,140] ,195] -092| 064
4-M-2,6-DNP, N2
6-M-2,4-DNP, N2
2,4-DNP, N2
SUM NP, N2
SCL, N1 199 211
SCL, N2
SCL, N3 321 264
pH(CaCl), 0% 001 279 -144] -135] ,004| -188] -208 -004 | -,297
pH(H,0), 03 1057 249 -210] -149] ,013] -257] -233 -027 | -360
pH(CaCl), B1 * 74| 369] -127| -138| -136]| 015| -o080| -122] -170[ -119] 012] - 114
pH(H:0), B1® 212] 3s1| -090] -056] -085| 035 001 -101] - 111 -110] .035] -069
SEEHOHE ? 020] -125] -080] ,053| .060] -131| 057} -050| -175| -035] -001| -098
BEST.-ALTER*Z | -191] -400]| ,069| -115] -408| -153| -287] ,006| -150| -244| -391| -168] -188] -117] -036
wQ** -118
EPI* ,008
S, N1** -311
N, N1* 373
Ca, N1* -,054
K, N1* -,068
Mg, N1*¢ -,085
P, N1 -,395
Cu, N1* -,062
Zn, N1 * -,033
Mn, N1 -,302
Fe, N1* -210
Al N1* ] -275
N100, N1 Jg62] -012] 198] ,000] -168
N100, N3 * 045 -283
Datenquelle:

' berechnet aus Daten von Hydrographisches Zentralbiro (1998), > Neumann (1995),  Mutsch (1994),
* Trimbacher & Weiss (1997)
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Tab. 2.12: Spearman-Rank Korrelationskoeffizienten zwischen den GSH-; GSSG- bzw. GT-Gehalten
und anderen Parametern (n = 25 — mit Ausnahme der mit * gekennzeichneten Parameter; *
p< 0,05, **p<0,01)

GSH® |GSSGIGSH" GSS:JGSH“ GSSG) GT| GT| GT|GTP*| GT| GT| GT|GTP*| GT| GT{| GT|GTP*
TCP* | 2NP* | 4NP* TCP* | 2NP* | 4NP* TCP* | 2NP* | 4NP*
N1 N1 N2 N3 N3 N1t N1 N1 N1t N2 N2 N2 N2 N3 N3 N3| N3

GSSG, N1 *
GSH, N2* -288 | -077
GSSG, N2* -084 [ 238
GSSG,N3* ,543
GTTCP, N1* -393| 321 238 357
GT2NP, N1 * -357 | 36| -095| .179 567
GT4NP, N1 " 1429 [G8R1Y] -214| 500 300 517
GTP,N1* -393| .321| o000 357
GTTCP, N2 * -000 | -473| 107 | -771] 300 | .500
GT2NP, N2 * -173| -391 | ,071] -600] 600 | ,100 ,385
GTANP, N2 ™ 200 -045]-329] -771] ,300] ,300 154
GTP,N2* 209 | -273| 071] -714| ,300] .500
GTTCP, N3* 517 | -483]-357 | 257
GT2NP, N3 " -467 | -550 ] -214| -,143
GT4NP, N3* -4171 -100 | -071 | 314
GTP,N3” -600] -450 ) -286 | ,257
T10! 364 | 097 320 -041] -200] .020 [ -383 | -200 [SyRA%] -467 | 481 | -091] -182] 442 -a52| 27| -473] -554
T5-10° 217 -182| 263} -142[-029] ,314| ,033] -276| -644| -259| 437| ,148| ,092]| .493| -398| ,210| -140] -315
T1-121 336 | -082| 152 -144 | -020 .314] ,000] -310 |54 -326| 452} 266| ,203| 546| -399| 126 -001] -301
NS10' 139 282 182 457 -086| -543| ,243( -427]| -017] -142 -309 | 025 | -141| -337| 207 -158
NS5-10 ' -388 | -,081 ] -132| -,285 | -203 ce8et®] 017 -100| -267] 150 -375| 000 -0098| -392| 088 -182| 273| ,105
NSi-12' -320| 066 [ -051| -121] -37 050 -287] -300] -217 | -462] -161] -196 ] -483 | 098] -182| 217 056
EN*? 182] ,200| ,345| 273 | 000 -,300 071 ,000] ,000f-143| 250| 350 ,217{ ,150
ENPB *? 326| ,345|-249| ,042] 791) ,316] -414] -B13| -072 | -,468 y -395| -132| -536 | -.130 | .407| ,062]-123
TCM, Nt 021 | 196 ,050 | -233| ,050| -,033
TCE, Nt -,034| -013 -,281] -085| -068 | -409
TETRA, Nt -080 | -,041 427 | -008 | ,109 | -402
TRI, Nt 340 [ 380 -21?7t 165| 459 -026
PER, N1 -020 | 018 050| 000 ,387] .033
TCA, N1 218 | ,053 -033| ,150| -,150 | -,083
LHKW+TCA, N1 A4%] 326 -083 [ -083| ,100]| -167
LHKW, N1 -028 | ,154 200 ,133| ,233| ,233
TCM, N3 257 | 257 ; 084 | -390 K
TCE, N3 087 | -029 -232] 52| ,000] -169
TETRA, N3 ,088 | ,200 098 | -263] -512
TRI, N3 486 | ,143 032 -2811] -537
PER, N3 232| 290 207 | .243 448
TCA, N3 600 | 257 445 | 175[ -151] -,308
LHKW+TCA, N3 657 | 088 -510| ,182{ -,126 | -378
LHKW, N3 086 | ,200 -538 | ,210( -,070 | -385
2-NP, N1 21} 117 400 550 ] 4171 .47
4-NP, N1 -228 | -,241 310 117 -385] 218
4-M-2-NP, N1 -234 | -,167 1s3{ ,077| -528 | ,000
2,4-DNP, N1 -215 | -228 136 441] 034] 138
SUM NP, N1 -144 | -125 233| 333| -233] 250
2-NP, N2 235 | 497 -, 119 bt Eoaget | -,301
4-NP, N2 076 108 070 | -478 | -478] -,147
4-M-2-NP, N2 208 376 ZAO] -490 | -455
3-M-4-NP, N2 037 | 132 -140 | -203 | -252] -.231
2,6-DM-4-NP, N2 201 | 335 -329| -392] -294 | -343
4-M-2,6-DNP, N2 053 | -121 -515] ,046) ,112] -410
6-M-2,4-DNP, N2 186 | ,300 -343] o028 128 -252
2,4-DNP, N2 -226 | -,100 035 -,008 | -147 | - 077
SUM NP, N2 130 182 -182
SCL, N1 -131 | -,037 822| 378
SCL, N2 061 -,091
SCL, N3 384 | -007| 476 455
pH(CaCl), 0 -257 1 -,201 | 170 017] ,250] -167) -033| ,208| .217]| ,336| 336 | -126] -462] -161] 175
Monographie 123 (2000) Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria




Anhang 113

Tab. 2.12: Fortsetzung
GSH"

N1
pH(H.0),0* -318
pH(CaCl), B1° -,288
pH(H;0), B1? -358
SEEHOHE 2 -321
BEST.-ALTER*? | 418
wQ** -164 | -170
EPI* -225 | -197
S, N1 **
N N1
Ca,N1*
K, N1*
Mg: N1 *
P, N1*
Cu, N1*
Zn,N1*
Mn, N1 ¢
Fe, N1 %*

-143 ] -286 { -,143] -,143
Al, N1* 143 | -2861 ,095] -,143
N100, N1 -0671 167} -267) 017
N100, N3 * -800 | -,200 : 515 | ,166| ,338| ,552

Datenquelle:

' berechnet aus Daten von Hydrographisches Zentralburo (1998), 2 Neumann (1995), ® Mutsch (1994),
* Trimbacher & Weiss (1997)

Umweltbundesamt/Federal Environment Agency — Austria Monographie 123 (2000)




114

Teil 2: Glutathion-S-Transferase- und Glucosyl-Transferase-Aktivitat in Fichtennadeln

Tab. 2.13: Pearson-Korrelationskoeffizienten zwischen den GST-, Protein-, GSH-; GSSG- bzw. GT-
Gehalten und anderen Parametern (normalverteilte Variablen, n = 25 — mit Ausnahme der
mit* gekennzeichneten Parameter; * p< 0,05, ** p < 0,01)

PROT| GST| GST| PROT| GST|GSsG*{ GT| GT| GT| GT| GT| GT
SA| SA SA TCP*| 4NP*| TCP*{ aNP*| 2NP*| 4NP*
CDNB | DCNB CDNB
N2 N2 N2 N3 N3] N3] Nt N1} N2 N2| N3] N3
GSTSADCNB, N2 ,245
PROT, N3
GSTSACDNB, N3
GSSG, N3 * ! )
GTTCP,N1* -485| 630| -288| -038]| -067
GT4NP, N1 * -279| -013| -423 -046 | -,244 ,282
GTTCP, N2* 435] ,353] ,005
GTANP, N2* 199]  ,185] -,148 ,358
GT2NP,N3* ' 077 -345] 365 ,102
GT4NP, N3 * -134| -227] 165 -027| -595| ,503
T10' -157] -189| ,062 -466 EXJ0¥Y] 224 | -180| ,006) -,359
T5-10 ' 058] -044] 001 -283 pgree] d441| 86| ,197] 119
T1-12° 041 -o049] 077 -218| -605| ,508| ,218] ,164| -058
NS10' -,051 251 | -234 406 | 064 -029| -186| .160
NS5-10' -075 045 [ -080 -172| -404{ -3831 -064 | -132| 029
NS1-127 -135] 070] -178 0581 -436 | -477] -192] -089] 072
TCM, N1 353|104
TCE, N1 -294 | -072
TCA, N1 , -261| -,308
LHKW+TCA, N1 J42] -317 -167 | -011
TCM, N3 208 -199{ ,697 ,005| -332
TCE, N3 -184| ,137] 376 Bas! 289
TETRA, N3 91| -202] 481 -058 | -,323
TR, N3 A7) -094] 504 -0421 -330
2-NP, N1 2441 116 153 106
2,4-DNP, N1 140 346 169 | -156
2-NP, N2 097{ ,166] -038| ,028
2,6:DM-4-NP, N2 032  o77] .045] 089
2,4-DNP, N2 055] ,236] -188)| -354
SUM NP, N2 -026| ,317] -285
SCL, N1 224 *,207
SCL, N2 o 015 272 ,064 | 081
SCL, N3 -201] ,200] -164 g42] 463
pH(CaCl), 0 120] o002[ -194] -091| -212| -182] -099] -024] -532 -429| -159
pH(H.0), 0 035} -009| -241] -109]| -244| -201] -091] -088] -541 -475| -.259
SEEHOHE * -176| -005] -017] 060| -064| ,037| -057[ -112] -202 -243| 011
BEST.-ALTER*2 | -193| -106] -150{ -064[ -108| -281| -105| -1390 710 -546 | -,053
Ca,N1* 027 113
K,Nt* 145 103
Mg, N1 * -191| ,143
P,N1* -207| -134
Cu,N1* 25| 078
Zn,N1* -118| ,064
Mn, N1 ¢ ,078] -133 -,246 | -,229
N100, N1 271 ,002 -151] -265
N100, N3 * -3221 188] -120 209 381
Datenquelle
' berechnet aus Daten von Hydrographisches Zentralbiro (1998), 2 Neumann (1995), 8 Mutsch (1994)
* Trimbacher & Weiss (1997)
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