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EINLEITUNG

1. EINLEITUNG

1.1 Eigenschaften und Vorkommen von Ozon

Ozon besteht aus drei Sauerstoffatomen und ist bei Raumtemperatur ein blaues, schlecht
wasserlosliches Gas. Sein Name leitet sich aus dem griechischen Wort fir ,,das Rie-
chende* ab. Bereits in sehr hoher Verdiinnung wird Ozon wahrgenommen. Christian F.
Schonbein entdeckte 1839 das Gas bei der Elektrolyse von Wasser und benannte es we-
gen seines stechenden Geruchs entsprechend. Da Ozon sehr leicht ein Sauerstoffatom
abgibt, gilt es als eines der starksten Oxidationsmittel, welches besonders mit ungesat-
tigten organischen Verbindungen reagiert (KLEY et al., 1999).
Ozon kommt natdrlich in unserer Atmosphére vor. Etwa 90 % des atmospharischen
Ozons befinden sich in der Stratosphare (10-50 km HOhe) und schiitzt die Erde vor
schadlicher UV-Strahlung. Die restlichen 10 % kommen in der Troposphare (die unter-
sten 10 km der Atmosphére) vor und wirken als Schadgas. Im Gegensatz zum bekann-
ten Ozonabbau in der Stratosphére ("Ozonloch™) findet in der Troposphare ein kontinu-
ierlicher Zuwachs statt. Tropospharisches Ozon war schon immer prasent, doch die gro-
Ben industriellen Entwicklungen riefen den anthropogen beeinflussten Anstieg der Os-
Konzentration hervor (LEFOHN, 1991). Bezogen auf die letzten Jahrzehnte ergab sich
eine exponentielle Zunahme von Ozon um 1,6 % bis 2,4 % pro Jahr (MARENCO et al.,
1994). Das troposphérische Ozon ist Bestandteil des photochemischen Smogs, der auch
als oxidierender Smog bezeichnet wird, und entsteht zum einen durch Abwartsbewe-
gungen der stratospharischen Luft in die Troposphéare, wobei der Austausch ber die
Tropopause im Durchschnitt langsam ist (GUDERIAN, 1985), und zum anderen durch
photochemische Reaktionen bzw. durch Wechselwirkungen von Stickstoffoxiden
(NOy), Kohlenmonoxid und Kohlenwasserstoffen unter Katalyse energiereicher UV-
Strahlung.
Als Anfangsschritt der Ozonbildung wird die Photolyse des NO, (bei A < 410 nm) be-
trachtet (1):

NO, + hev » NO+O° 1)

Es entsteht Stickstoffmonoxid (NO) und atomarer Sauerstoff (O°). Das Sauerstoffradikal
(0", das aus der Photolyse des NO, freigesetzt wird, bindet mit molekularem Sauerstoff
(O2), wodurch Ozon (O3) entsteht (2):

O+0,+M »O3:+ M (2)
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Mit M werden alle Stol3partner bezeichnet, wie z.B. Staubpartikel usw. Neben der Bil-
dung findet gleichzeitig auch der Abbau des Ozons statt. Die wesentliche Senke fur
Ozon in sauberer Luft ist die Oxidation von NO (3). Die Ozonkonzentration ist dem-
nach das Ergebnis zweier gegenlaufiger Reaktionen, von denen die Bildung nur bei aus-
reichendem Sonnenschein und der Zerfall standig ablauft.

O3+ NO > NO, + 0O, (3)

In der unbelasteten Atmosphére sind die Quellen von Stickstoffoxiden Blitze, mikro-
bielle Tatigkeiten im Boden und Wald- bzw. Buschbrénde. Emittiertes NO reagiert mit
dem Luftsauerstoff unter Bildung von NO,. In den Kkleinen natlrlichen Konzentrationen
verlauft diese Reaktion ausserordentlich langsam. In stark belasteten Atmospharen fin-
det man NO-Konzentrationen, die im Jahresmittel bis zu 10°mal so hoch sind wie die
natiirlichen, so das auch die Bildung von NO, bis zu 10"°mal so schnell verlauft. Fiir
die NO,-Bildung ist in den verschmutzen Atmosphéren das VVorhandensein von erhebli-
chen Kohlenwasserstoffkonzentrationen (VOC) von grofier Bedeutung. Komplexe Re-
aktionsketten haben zur Folge, dass Ozon sich stark in der Troposhare anreichern kann.
Zu Einzelheiten der Ozonchemie siehe z.B. MOLLER (2003).

Abhéangig von der geographischen Lage verlauft der Abbau des Ozons in den Abend-
stunden unterschiedlich. Da Stickstoffoxide zu 90 % als NO vom Autoverkehr emittiert
werden (KESSELMEIER & STAUDT, 2000) sind aufgrund des hohen NO-Gehaltes in den
Innenstédten die Ozonkonzentrationen durch den Ozonabbau niedriger als in l&ndlichen
Gebieten. Wegen der geringen NO-Konzentrationen in Waldgebieten und landlichen
Gegenden - durch den geringeren Kraftfahrzeugverkehr - zeigen diese die hochste
Ozonbelastung, da das Ozon nicht abgebaut werden kann (ALTSHULER et al., 1995;
PRYOR & STEYN, 1995; LVA ESSEN, 1997). So kommt es vor, dass in landlichen Ge-
bieten tagsuber zwar haufig niedrige Spitzenkonzentrationen gemessen werden, jedoch
aufgrund des geringeren Ozonabbaus nachts die Werte auf einem relativ hohen Niveau
verbleiben. In einigen Regionen sind die durchschnittlichen Ozonkonzentrationen an
den Wochenenden sogar hoher als an den Wochentagen. Fur die hohen Ozongehalte in
den Hohenlagen ist zudem die dort stérkere Strahlungsintensitat verantwortlich. Neben
der Konzentration der Vorldauferstoffe bestimmt also auch die Intensitat der Sonnenein-
strahlung das Ausmal} der Ozonbildung. Dies erklért den ausgepragten Tages- und Jah-
resgang der Ozonwerte. Somit ist die lokale Ozonkonzentration abhangig von der geo-
graphischen Lage und den meteorologischen Bedingungen, die in den untersuchten Ge-
bieten herrschen (CAPE & UNSWORTH, 1988; KRUPA & KICKERT, 1992; FLAUM et al.,
1996).
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1.2 Austausch von Ozon zwischen bodennaher Atmosphéare und Vege-
tation

Der Austausch von Ozon zwischen bodennaher Atmosphdre und Vegetation (Fioar (O3))
wird Uber eine komplexe Interaktion meteorologischer und biologischer Eigenschaften
kontrolliert (SEHMEL, 1980; RUNECKLES, 1992). Die uber die Stomata und die Kutikula
absorbierten Ozonmengen (Fapsorviert (O3)) stellen nur ein Teil des ausgetauschten Ozons
dar. Weitere Senken sind die externen Pflanzenoberflachen (Fexternepfianzenoberfiachen (O3))
und der Boden (Fgogen (O3))(Gleichung 4).

I:total (OS) = F (03) + I:externePfIanzenoberfléichen (03) + I:Boden (03) (4)

absorbiert

Ozon wird Uberwiegend durch die Stomata aufgenommen, da die Kutikula nur wenig
durchldssig fur Oz ist (CAPE & UNSWORTH, 1998; RUNECKLES, 1992; KERSTIENS et al.,
1992). Der Fluss eines Gases ist abhéngig vom Konzentrationsgefélle zwischen der At-
mosphare und dem Blattinneren entlang des Diffussionweges. Damit kommt der sto-
matdren Leitfahigkeit bzw. dem stomatdren Transportwiderstand (dieser ist abhéangig
von der Anzahl, der GréRe, der Offnungsweite und der Anordnung der Stomata) die
wesentliche Bedeutung fir die Ozonaufnahme zu. Es wird angenommen, dass es Sen-
ken innerhalb der Pflanzen gibt, welche die Ozonkonzentration im Blattgewebe auf an-
nahernd Null reduzieren (LAISK et al., 1989; WANG et al., 1995). Jede Wirkung von O3
im pflanzlichen Organismus ist also eine Funktion der tber die Spaltéffnungen absor-
bierten Schadstoffmenge. VVon entscheidender Bedeutung sind dabei die atmosphérische
Turbulenz und die damit verbundenen Transporteigenschaften der Atmosphare. Der
Gasfluss zur Oberflache eines einzelnen Blattes wird weiterhin durch den laminaren
Grenzschichtwiderstand beeinflusst, der eine Funktion von Blatteigenschaften (Grolie,
Form, Epidermisstruktur, Behaarung) und der Windgeschwindigkeit ist.

Das einfachste Modell, welches den Ozonaustausch zwischen Bestand und bodennaher
Atmosphére beschreibt, ist in der Literatur als das big-leaf-Modell bekannt. In diesem
Widerstandsmodell (Abb. 1) wird anstelle des Bestandes ein einziges grofies Blatt an-
genommen, das die Eigenschaften des gesamten Bestandes aufweist. Dabei wird davon
ausgegangen, dass sich die vertikale Senkenverteilung von Ozon in einem Pflanzenbe-
stand durch eine einzige Senke an der Oberflache des big-leaf reprasentieren l&sst. Eine
ausfihrliche Darstellung dieses Konzeptes findet sich in GRUNHAGE & HAENEL (1997,
2000) sowie in GRUNHAGE et al. (2000).
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Cosz IN einer Referenzhohe z,e

RAtmosphéire

r

I:Qabsorbiert(oii)

Rvegetation(OB)

: Reoden(O3)

Rext(O3) = Rext.pii. oberfiachen(O3)

Abb. 1: Analogiemodell der Widerstande fiir Ozon im big-leaf- Modell (aus GRUNHAGE
et al., 2001; modifiziert nach PORG, 1997) co; = Ozonkonzentration in einer Referenz-
hohe z.¢; R= alle beteiligte Widerstande; ext. Pfl.= externe Pflanzenoberflachen

1.3 Auswirkungen auf die Vegetation

Als Orte einer O3-Wirkung kommen die Blattoberflache und das Blattinnere in Frage,
wobei folgende Prozesse ablaufen kdnnen (RUNECKLES, 1992):

e Sorption und Reaktion an der Oberflache der Kutikula

e Durchtritt durch die Kutikula in die darunterliegenden Zellschichten (Epidermis)

e Reaktion in den Epidermiszellen oder Passage in das Blattinnere

» Diffusion durch die Spaltdffnungen in die substomatéren Atemhdohlen

* Reaktionen mit anderen Gasen in der substomatéren Atemhohle sowie in weite-
ren interzellularen Luftrdumen
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e Losung in der Flussigphase und Reaktion an der Oberflache der den interzellula-
ren Luftraumen angrenzenden Epidermis- und Mesophyllzellen

e Diffusion von Ozon und seiner Reaktionsprodukte durch die Interzellularrdume
zwischen den Mesophylizellen

e Eindringen des Ozons oder seiner Reaktionsprodukte durch die Zellwand und
Reaktion mit Zellmembranen

e Eindringen des Ozons oder seiner Reaktionsprodukte durch die Zellmembran ins
Zellinnere bzw. in die Organellen (Zellkern, Chloroplasten, Mitochondrien, Va-
kuole).

Die ersten Studien tber Auswirkungen des Ozons auf Pflanzen stammen aus den 50er
Jahren des vergangenen Jahrhunderts (RICHARDS et al., 1958; THOmMAS, 1961). Langer
anhaltende Einwirkungen von niedrigen Ozonkonzentrationen fiihren meistens zu Chlo-
rosen an den Blattern und zu morphologischen Verédnderungen wie Zwergwuchs, Ver-
krimmungen und Blattepinastien (MANNING & TIEDEMANN, 1995). Der Verlauf dieser
Vorgéange entspricht oft natirlichen Alterungungserscheinungen der Pflanzen, so dass
man auch von verfriihter Seneszenz spricht. Es werden auch sog. "Wasserflecken" auf
Blattern beschrieben, die sich spéater in Nekrosen umwandeln (HEGGESTAD, 1991;
SCHRAUDNER et al., 1996). Bei niedrigeren Ozonkonzentrationen kommt es zu einer
Verminderung der Photosynthese (FANGMEIER et al., 1993; GuiDI et al., 1997; CLARK et
al., 2000) durch vorzeitiges Schlielen der Stomata und somit zu einer niedrigeren Pro-
duktivitat (HEATH, 1994). Bei hoher Ozonkonzentration bzw. infolge hoher Aufnahme-
raten von Ozon entstehen punktformige (Abb. 2) oder flachenhafte Nekrosen
(OJANPERA et al., 1992; SANDELIUS et al., 1995; BENDER & WEIGEL, 1995; BRAUNING,
2002).

Abb. 2: Punktférmige Nekrosen infolge Ozoneinwirkung an einem sensitiven Klon von
Trifolium repens cv. Regal (Weillklee)
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Trotz langjahriger Forschung zur Wirkung von Ozon auf biologische Organismen sind
die biochemischen Grundlagen noch nicht eindeutig geklart (MupD, 1996). Als primé-
rer Wirkort des Ozons wird der Apoplast beschrieben (ELSTNER & OSSWALD, 1994;
SAKURAI, 1998), denn nach der Aufnahme durch die Stomata zerféllt es zu Uber 95% im
Apoplasten (DIERKESMANN & SANDERMANN, 2000). Wahrend des Lésungsvorganges
im Blattinneren findet eine Protonierung statt. Zudem werden Hydroxylionen (OH")
freigesetzt, die den pH-Wert des Zellwandwassers erhohen. Dadurch wird die Reakti-
vitat des Ozons zusétzlich verstarkt (HEATH, 1987). Letztendlich wird durch eine Radi-
kalspaltungsreaktion mit Wasser, Karbonsduren, Alkoholen und anderen Verbindungen
die Bildung von Hydroxyl- (OH") und Peroxylradikalen ("OH,, H,O,) induziert, die re-
aktiver als Ozon selbst sind (JAGER et al., 1986; HEATH & CASTILLO, 1988). Es entste-
hen reaktive Sauerstoffspezies, die sogenannten ROS (reactive oxygen species)
(RUNECKLES & VAARTNOU, 1997), wie auch das Superoxidanion (O, das Hydropero-
xylradikal (HO2) und Wasserstoffperoxid (H,O,) Dies bedeutet, dass nicht nur das
Ozonmolekul toxisch wirkt, sondern auch seine Folgeprodukte.

Ozon greift die Plasmamembran an (GUDERIAN et al., 1985; RUNECKLES & CHEVONE,
1992; TOKARSKA-SCHLATTNER et al., 1997) und erhoht ihre Permeabilitdt (MubDD et al.,
1984; MACHLER et al., 1995). Es beeinflusst die Pumpen der Plasmamembranen, ihre
Transportproteine und ihre Viskositat und fuhrt damit zur Stérung des Pflanzenstoff-
wechsels (HEATH & CASTILLO, 1988). Infolge dieser Schaden wurden gesteigerte Respi-
rationsraten gemessen (SHARMA & DAvIs, 1994). In den Chloroplasten wird zunéchst
das Chloroplastenstroma geschadigt, danach brechen die Membransysteme zusammen
(MAGUHN et al., 1994). Ozon kann auch andere Proteinen schadigen (PACIFICI &
DAVIES, 1990; MupD, 1997). Dabei greift es die Sulfhydrylgruppen regulatorischer
Proteine an und beeintrachtigt ihre Funktion (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1989; MuDD,
1997). Uber Addition eines Ozonmolekiils an Doppelbindungen ungeséttigter Fettsau-
ren der Membranlipide entsteht (Ozonolyse, MEHLHORN et al., 1990) ein Ozonid, das
zunachst in ein Aldehyd bzw. Keton und in ein Criegee-Zwitterion (—C*—0—0O" «
>C=0"—0") und im n&chsten Schritt unter Wasserzugabe in eine weitere Carbonylver-
bindung und H,0O, zerfallt (MuDD, 1982; HEATH, 1987; HIPPELI & ELSTNER, 1996).
Durch diese Lipidperoxidation kommt es zur einer beschleunigten Seneszenz.
Organismen haben eine Reihe von Mechanismen entwickelt, um ROS zu detoxifizieren.
Zu diesen Mechanismen gehort das antioxidative System der Pflanzen, das uber eine
Kette von Antioxidantien verflgt, wie Ascorbinsiure (POLLE et al., 1995; CONKLIN et
al., 1996), Glutathion (MEISTER & ANDERSON, 1983; ALSCHER, 1989; FOYER et al.,
1997), a-Tocopherol (MccAY, 1985; PACKER et al., 2001), Mannitol (SHEN et al., 1997),
Phenole (RICE-EVANS et al., 1997; HAGERMANN et al., 1998), Karotinoide, Polyamine
und Flavonoide, (ROBAK & GRYGLEWSKI, 1988; RICE-EVANS et al., 1996) sowie eine
Reihe von Enzymen wie Peroxidasen (Ascorbatperoxidase, Glutathionperoxidase, un-
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spezifische Peroxidasen), Reduktasen (Glutathionreduktase, Dehydroascorbatreduk-
tase), Katalase und die Superoxiddismutase (ASADA, 1992; USHIMARU et al., 1997; FI-
SHER et al., 2000). Wenn die Pflanze zur Entgiftung und Reparatur nicht mehr in der
Lage ist, kommt es zur Anreicherung von biochemischen Substanzen wie z.B. von Ma-
lonsduredialdehyd, das aus der oxidativen Spaltung der ungesattigten Fettsauren der
Biomembranen stammt (HEATH, 1975; MACKERNESS et al., 1999).

Viele Untersuchungen in den letzten Jahren haben gezeigt, dass Ascorbat eine signifi-
kante Rolle bei der Detoxifikation von Ozon spielt (SMIRNOFF & WHEELER, 2000). Al-
lerdings gibt es unterschiedliche Ergebnisse in der Literatur. Es gibt sowohl Angaben
uber erhodhte Ascorbatkonzentrationen nach Ozoneinwirkung als auch unveranderte
oder sogar verminderte Ascorbatmengen (BENDER et al., 1994; Lyons et al., 1999;
ZHENG et al., 2000; BRAUNING, 2002). Bei Untersuchungen, in denen die Ascorbat-
Konzentration verandert wurde, fuhrte dieser Eingriff zu Unterschieden in der Ozon-
toleranz der Pflanzen. Je mehr vorhanden war, desto gréfRer war der Schutz, den die
Pflanze aufwies (MACHLER et al., 1995; ZHENG et al., 2000). Steht weniger zur Verfi-
gung, so ist die betroffene Pflanze sensitiver (MoLDAU, 1998). Bei Mutanten der Art
Arabidopsis thaliana (Ackerschmalwand), die nicht in der Lage sind, selbst Ascorbat zu
produzieren, ist die Ozonsensitivitat auffallig hoch (CoNKLIN et al., 1996).

H,0; \ ’ AsA \ A GSSG \ ’ NADPH + H'
Capo ) (PR (GR )
H,0 ’ ‘ DAsA \ GSH ’ ‘ NADP*

Abb. 3: Schematische Darstellung des Ascorbat-Glutathion-Systems
(APO = Ascorbatperoxidase; AsA, D-AsA = reduzierte bzw. oxidierte Ascorbinséure;
DR=Dehydroascorbatreduktase; GSH, GSSG= reduziertes bzw. oxidiertes Glutathion;
GR=Glutathionreduktase; NADPH+H", NADP*= reduzierte bzw. oxidierte Form)

Die bekannteste Entgiftungsreaktion ist die des Ascorbat-Glutathion-Systems (Abb. 3),
welches sich u.a. in den Chloroplasten befindet (FOYER & HALLIWELL, 1976). Redu-
ziertes Ascorbat entgiftet H,O, mit Hilfe der Ascorbatperoxidase, wobei Dehydroascor-
bat und Wasser entstehen. Im nédchsten Schritt wird mit Hilfe der glutathionabhangigen
Dehydroascorbatreduktase das Ascorbat neu regeneriert. Die oxidierte Form des
Glutathions wird durch die Glutathionreduktase auf Kosten von NADPH+H" wieder in
die reduzierte Form uberfihrt (LAw et al., 1983). So wird in den Chloroplasten Ascor-
bins&ure durch NADPH und GSH wieder regeneriert, so dass es kontinuierlich zur Ver-
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fligung steht. Das Ascorbat / Dehydroascorbat-Verhéltnis gilt als Indikator fur den Grad
der Stresseinwirkung auf eine Pflanze (KAMPFENKEL et al., 1995).

In letzter Zeit gewinnt der Ascorbat-Pool, der sich im Apoplasten befindet und als erster
die "Verteidigung™ gegen das Ozon ibernimmt, grof3es Interesse. Es gibt einige Grunde,
die daflr sprechen, dass das Ascorbat im Apoplasten eine grosse Rolle spielt:

(1) Es ist der erste Ort, wo das Ozon und die ROS entgiftet werden kdnnen.

(2) Die Konzentration des Ascorbats in den Apoplasten ist relativ hoch und liegt bei
0,01-4,00 mmol/l (Luwe et al., 1993; PoLLE et al., 1995; KoLLIST et al., 1996;
LUWE, 1996).

(3) Die Menge des apoplastischen Ascorbats ist umgekehrt proportional zur Schadi-
gung des Blattes, wie von LUWE et al. (1993) und KELLY et al. (1995) gezeigt wer-
den konnte.

Zahlreiche Untersuchungen belegen die Detoxifikation des Ozons im Apoplasten
(LUWE & HEBER, 1995; RANIERI et al., 1999; TURCSANYI et al., 2000; BRAUNING,
2002). Unter Normalbedingungen liegt 80-90 % des Ascorbats in der reduzierten Form
vor. Allerdings konnte nach einer Ozonbehandlung bis zu 90 % des Ascorbats in der
oxidierten Form nachgewiesen werden (LUWE & HEBER, 1995). Die schnelle Anderung
der apoplastischen Ascorbatkonzentration unter Stressbedingungen (CASTILLO &
GREPPIN; 1998; PETERS et al., 1989) oder die strenge Regulation der Ascorbatkonzen-
tration in speziellen Zellkompartimenten (DouLls et al., 1997) weisen auf die Anwe-
senheit von speziellen regulatorischen Transportsystemen in den pflanzlichen Zellmem-
branen hin. Es ist sehr wahrscheinlich, dass der Transport von Ascorbat mittels speziel-
ler Carrier erfolgt (TAKAHAMA, 1998; HOREMANS et al., 2000). Allerdings kann der
Transport von Ascorbat vom Cytosol in den Apoplasten auch (ber passive Diffussion
erfolgen (BICHELE et al., 2000). Es wird auch vermutet, dass das Dehydroascorbat ins
Cytosol transportiert und dort reduziert wird (HOREMANS et al., 2000).

Die Ascorbatperoxidase ist ein scavenger (Radikalfanger) fiir Wasserstoffperoxid und
Hydroxyl-Radikale, die auch beim photosynthetischen Elektronentransport (Haber-
Weiss-Reaktion) gebildet werden (OHLENSCHLAGER, 1995). Die Funktion der Ascorbat-
peroxidase ist unentbehrlich zum Schutz der Chloroplasten und anderen Zellbestandtei-
len (AsADA, 1992). Ascorbatperoxidase ist ein Hdm-haltiges Enzym mit zwei Isofor-
men, wobei die eine in den Chloroplasten und die andere im Cytoplasma lokalisiert ist.
Speziell das chloroplastische Isoenzym, und hier insbesondere das thylakoidgebundene,
ist sehr labil, wenn Ascorbat fehlt. Somit ist die Regeneration des Ascorbats nicht nur
wichtig fur die Reduktion des Hydrogenperoxides, sondern auch zum Schutz der As-
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corbatperoxidase, die in Abwesenheit von Ascorbat inaktiviert werden kann (ASADA,
1992; NAKANO & ASADA, 1987).

Analysen haben gezeigt, dass sich die Ascorbatperoxidase wesentlich von den Guaja-
colperoxidasen (den sogenannten "unspezifischen™ Peroxidasen) unterscheidet. Diese
Pflanzen-spezifischen Peroxidasen benutzen Ascorbat als Reduktionsmittel und sind fir
die Detoxifikation des H,O, in den Chloroplasten und im Cytosol verantwortlich
(ASADA, 1992). Die Funktion dieser "unspezifischen" Peroxidasen (kurz POX) ist nicht
sehr klar definiert, weil diese die Oxidation einer ganzen Reihe von phenolischen Sub-
straten, einschlieflich des Guajakols, katalysieren (SIEGEL, 1993). Verschiedene Iso-
enzyme sind in unterschiedlichen Zellkompartimenten wie VVakuole, Cytosol oder in der
Zellwand lokalisiert (SIEGEL, 1993). Es wurden zwei Isoperoxidasen im Apoplasten
gefunden (OTTER & POLLE, 1997). Die apoplastische POX spielt eine Rolle bei der Ver-
kettung der Zellkompartimente bei der Polymerisation von Lignin (TAKAHAMA et al.,
1996) und Suberinmonomere bei der Wundheilung, und ist daher sehr wichtig beim
Schutz vor Pathogenen und Luftschadstoffen (CASTILLO & GREPPIN, 1986; PENEL &
CAsTILLO, 1989). Die POX-Konzentration kann als universeller Stressindikator be-
trachtet werden (WEIGEL et al., 1989). Sowohl die Ascorbatperoxidase als auch die un-
spezifischen Peroxidasen wurden im Apoplasten detektiert (VANNACKER et al., 1998a).
Es wird vermutet, dass ca. 7-14 % des Ozons durch das apoplastische Ascorbat detoxi-
fiziert wird und dass die weiteren Radikalfanger weniger als das Ascorbat zur Detoxifi-
kation beitragen (KoLLIST et al., 2000).

Pflanzen reagieren sehr unterschiedlich auf Ozon, was wahrscheinlich auf die unter-
schiedliche Effektivitat der Entgiftungssysteme zurtickzuftihren ist. Durch die Aktivie-
rung von Entgiftungs- und Reparaturmechanismen findet aber eine Zunahme der Respi-
rationsrate statt (MAGUHN et al., 1994). Zudem werden Stoffwechselprozesse aktiviert,
die Energie (in Form von ATP und Reduktionsaquivalenten) verbrauchen, die dann der
Pflanze fiir die Biomasseproduktion fehlt. Durch die Reduktion der Photosyntheserate
und die beschleunigte Seneszenz (GRANDJEAN & FUHRER, 1989; OJANPERA et al., 1992;
FANGMEIER et al., 1993; NIE et al., 1993) wird die Vegetation in ihren Wachstums- und
Ertragsparametern beeinflusst.

Als Folge aller dieser Einwirkungen des Ozons auf die Pflanzen sind niedrigere Bio-
masseproduktionen (ADAROS et al., 1991a; FANGMEIER et al., 1993; BENDER & WEIGEL,
1995; FARAGE & LONG; 1995; KOBAYASHI et al., 1995; HEAGLE & STEFANSKI, 2000)
und Ertragsminderungen (GUDERIAN et al., 1985; KRUPA & MANNING, 1988; FUHRER et
al., 1989; ADAROS, WEIGEL & JAGER, 1991b; POLLE et al., 1995; LYONS et al., 1999;
OLLERENSHAW et al., 1999; JIN et al., 2001, MAUZERALL & WANG, 2001) festzustellen,
was auch von groBer wirtschaftlicher Bedeutung ist. Dieses hat dazu gefuhrt, dass vor
allem in den Industrielander Grenzwerte fir Ozon gefordert werden.
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1.4 Konzepte zur Ableitung von Richtwerten zum Schutz der Vegeta-
tion

Alle derzeitigen européischen und nordamerikanischen Grenz- bzw. Richtkonzentratio-
nen zum Schutz der Vegetation beruhen fast ausschlieflich auf Ozonexperimenten in
open-top-Kammern. Bei solchen Systemen steigt die Schadwirkung mit der Ozonkon-
zentration an. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu Beobachtungen im Freiland.
Hier rufen hohe Ozon-Konzentrationen oft geringere Wirkungen hervor als mittlere.
Ozonkonzentrationen zwischen 50 und 90 ppb kdnnen ein groReres phytotoxisches Po-
tential aufweisen als Konzentrationen tiber 90 ppb, da bei diesen die Ozonaufnahme li-
mitiert sein kann (GRUNHAGE & JAGER, 1994; KRUPA et al., 1994): Konzentrationen
von uber 90 ppb fallen in Mitteleuropa mit geringerer horizontaler Windgeschwindig-
keit und damit relativ hohen Transportwiderstanden sowie hohen Temperaturen und
damit hohen Wasserdampfsattigungsdefiziten in der Atmosphére zusammen, was in-
folge des angespannten Wasserhaushaltes die Schliessung der Stomata hervorruft
(GRUNHAGE et al., 1997). Mit anderen Worten, die aufgenommene Ozondosis wird ne-
ben der Ozonkonzentration wesentlich bestimmt durch die Schichtung und die Trans-
porteigenschaften der Atmosphédre sowie den Senkeigenschaften der Vegetation
(GRUNHAGE & HAENEL, 1997).

In einem mechanistischen toxikologischen Modell kénnen nur Stofffliisse die eigentlichen
WirkungsgroRen sein. Die Wirkung von Ozon im Stoffwechsel ist eine Funktion der im
Zeitintervall t; bis t, absorbierten Dosis, die von FOWLER & CAPE (1982) als pollutant
absorbed dose, kurz PAD, bezeichnet wurde:

)

Wirkung = f (PAD(OS)) = f J"Fabsorbiert (03)‘ dt (5)
b

mit F

absorbiert

(0,), der stomataren Ozonaufnahme in der Einheit mg m?s ™.

Die zunehmende Geféhrdung der Vegetation durch Ozon verlangt MaRnahmen, die die
Immissionen in der Zukunft vermindern. Das allerdings setzt das Vorhandensein von
Grenz- oder Richtwerten voraus, welche realistische Gefédhrdungspotentiale auf regio-
naler Ebene widerspiegeln. In Europa erfolgt die Ableitung von Grenzwert-Richtwerten
zum Schutz der Vegetation im Rahmen des Luftreinhaltetibereinkommens "Convention
on Long-Range Transboundary Air Pollution” der UN-ECE. Hierbei wird unterschieden
zwischen critical levels (kritische Konzentrationen) und critical loads (kritische Depo-
sitionen). Diese stellen Schwellenwerte fir die Wirkung von Luftverunreinigungen dar.
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Laut UNECE (1996) werden critical levels als

the atmospheric concentrations of pollutants in the atmosphere above which adverse
effects on receptors, such as human beings, plants, ecosystems or materials, may oc-
cur according to present knowledge

definiert. Fur critical loads gilt:

A quantitative estimate of an exposure to one or more pollutants below which signifi-
cant harmful effects on specified sensitive elements of the environment do not occur
according to present knowledge.

Beide Konzepte stellen lediglich Empfehlungen zum Schutz der Vegetation aus natur-
wissenschaftlicher Sicht dar, sind aber keine rechtsverbindlichen Werte.

Der erste critical level, der 1988 in Bad Harzburg (Deutschland) formuliert wurde, war
ein 7 Stundenwert (9-16 h) von 25 ppb Os (iber der Vegetationsperiode (UNECE 1988).
Auf einer Folgetagung 1992 in Egham (England) wurde empfohlen einen critical level
auf der Basis eines Konzentrationssummenwertes unter Berucksichtigung eines
Schwellenwertes zu erarbeiten (ASHMORE & WILSON, 1992). In Bern 1994 (Schweiz)
wurden dann critical levels auf der Basis des AOT40 Indices (accumulated exposure
over a threshold of 40 ppb) formuliert (FUHRER & ACHERMANN, 1994).

n
AOT40 = z Cos — 40 mit  cosz > 40 ppb [ ppb.h] (6)
5

wobei, co3  Ozonkonzentration in ppb (Stundenwert)
i Laufindex
n Anzahl der Stundenwerte mit coz > 40 ppb im Beurteilungszeitraum

Es handelt sich um einen Konzentrationssummenwert oberhalb eines definierten
Schwellenwertes - berechnet wird die Summe der Differenzen zwischen den stundli-
chen Oz-Konzentrationen und dem Schwellenwert von 40 ppb fir alle Tageslichtstun-
den, in denen die Oz-Konzentration den Schwellenwert tGbersteigt.

Es wurden vorlaufige critical levels fir Kulturpflanzen und fur Bdume empfohlen, die
mit bestimmten Ertragsverlusten einhergehen. Fir die Vermeidung sichtbarer Schaden
wurde ein zusatzlicher critical level empfohlen. Die AOT40-Werte setzen neben der
optimalen Wasserversorgung voraus, dass die Ozonkonzentration an der Oberflache des
Bestandes an der oberen Grenzflache - der quasi-laminaren Schicht - bestimmt werden.
1996 in Kuopio (Finnland) wurde dieses Konzept abschliessend diskutiert und verab-
schiedet (KARELAMPI & SKARBY, 1996). Zur Vermeidung von Ertragsverlusten bei
Kulturpflanzen sollte ein AOT40-Wert von 3000 ppb.h (akkumuliert Gber drei Monate)

11



EINLEITUNG

und entsprechend fiir Baume 10000 ppb.h (akkumuliert Gber sechs Monate) nicht iber-
schritten werden. Dabei wurde jene Ozonbelastung definiert, bei der mit einem 5 %igen
(bei Nutzpflanzen) oder 10 %igen (bei Bdumen) Ernteverlust zu rechnen ist. Fir die
halb-nattrliche Vegetation wurde der gleiche AOT40 wie fur Kulturpflanzen angesetzt
(3000 ppb.h; Dreimonatssumme). Der Ansatz zur Vermeidung sichtbarer Schéadigung
wurde durch die Einbeziehung des Einflusses des vapour pressure defizit (VPD) modi-
fiziert. Diese critical levels bilden die Grundlage fir die aktuelle Europaische Richtlinie
(Richtlinie 2002/2/EG).

Ergénzend wurde 1999 in Gerzensee (Schweiz) zwischen einjahrigen und mehrjéhrigen
Pflanzen der halb-natirlichen Vegetation unterschieden (FUHRER & ACHERMANN,
1999), was allerdings schon 2002 in Goteburg wiederrufen wurde. Der AOT40 wurde
fir die annuellen Pflanzen auf 3000 ppb.h (Dreimonatsperiode) und fiir die perenieren-
den Pflanzen (Sechsmonatsperiode) auf 7000 ppb.h formuliert. Zusaztlich orientierte
man sich langsam mehr an dem sogenannten critical level Il approach. In diesem Kon-
zept werden critical levels Uber Wichtungsfaktoren weiter modifiziert, so dass der Ein-
fluss des Bodenwasserhaushaltes, des Wasserdampfsattigungsdefizits der Atmosphére
oder des Entwicklungsstadiums des Rezeptors auf die Schadgasaufnahme beriicksichtigt
werden kann. Die Notwendigkeit von flussbezogenen Grenzwerten wurde ersichtlich,
was schon wahrend des Workshops 1994 in Bern von GRUNHAGE und JAGER betont
wurde (GRUNHAGE & JAGER, 1994). 2002 in Goteburg (Schweden) wurden schlieRlich
erste critical levels basierend auf stomatdren Aufnahmen fiir Weizen und Kartoffel dis-
kutiert (KARLSSON et al., 2003), die 2004 in das aktuelle Manual on methodologies and
criteria for Modelling and Mapping critical loads & levels Eingang gefunden haben
(UNECE, 2004). Die Definition des critical levels wurde wie folgt modifiziert:

Concentration, cumulative exposure or cumulative stomatal flux of atmospheric pol-
lutants above which direct adverse effects on sensitive vegetation may occur ac-
cording to present knowledge.

Kritisch anzumerken ist, dass diese flussbezogenen Werte auf Experimente mit open-
top-Kammern beruhen. Aufgrund der auftretenden Kammereffekte (wie erhohte Tempe-
ratur (GRUNHAGE et al., 1990; WALLIN et al., 2002), veranderten Lichtintensitaten
(FUHRER et al., 1992), Windgeschwindigkeiten (CLARK et al., 2000), konstanter Os-
Transport zur Pflanzenoberflache) bedarf es vorrangig einer Ableitung von Fluss-Wir-
kung-Beziehungen im Freiland, zumindest aber eine Validierung der existierenden
Fluss-Wirkung-Beziehung unter Freilandbedingungen (GRUNHAGE & JAGER 2003;
GRUNHAGE et al., 2004).

12



EINLEITUNG

1.5 Zielsetzung

Hauptziel der vorliegenden Arbeit war es, Fluss-Wirkung-Beziehungen flir Biomasse-
produktion und das Auftreten erster sichtbarer Schadsymptome unter Freilandbedin-
gungen bei Trifolium repens zu erarbeiten. Dazu wurde das PLATIN-Modell (PLant-
ATmosphere INteraction), welches zur Bestimmung des Gasaustausches zwischen Ve-
getation und bodennaher Atmosphare entwickelt wurde (GRUNHAGE & HAENEL, 1997),
benutzt.

Die vorliegende Arbeit war Teil der UN/ECE-Forschungskooperative "International Co-
operative Programme on Effects of Air Pollution and Other Stresses on Crops and Non-
Wood Plants (ICP-VEGETATION)". In diesem Kooperationsprojekt sollte ein in den
Vereinigten Staaten entwickeltes Weissklee-Indikatorsystem fiir bodennahes Ozon erprobt
werden. Dieses beruht auf der unterschiedlichen Reaktion des Pflanzenwachstums und der
Schadauspragung zweier unterschiedlich sensitiver Genotypen von Trifolium repens cv.
Regal (NC-Sensitive, NC-Resistant; HEAGLE et al., 1994, 1995, 1996) auf die aufgenom-
mene Ozondosis.

Fur die Ableitung von Fluss-Wirkung-Beziehungen unter Freilandbedingungen wurde
Klee gewahlt, weil Trifolium repens einer der ozonempfindlichsten Arten Mitteleuropas
ist. Damit wird der Uberlegung gefolgt, dass wenn eine der empfindlichsten Arten vor
Schadigung geschutzt wird, der weitgehende Schutz der Vegetation gewahrleistet ist.

Als Beitrag zum Kooperationsprojekt musste zunachst geprift werden, ob das in Ame-
rika entwickelte Klee-Indikatorsystem in Mitteleuropa zur Ableitung einer Dosis-Er-
trag-Beziehung Uber das "NC-S/NC-R"-Verhaltnis etabliert werden kann. Die Ableitung
einer Beziehung flir das Auftreten sichtbarer Schadsymptome sollte fur den Os-empfindli-
chen Klon NC-S erfolgen. Neben der stomataren Aufnahme als DosismaR sollte auch der
in den 90er Jahren des vergangenen Jahrhunderts etablierte AOT40-Expositionsindex (Ac-
cumulated exposure Over a Treshold of 40 ppb) vergleichend hinzugezogen werden.

Desweiteren sollte in open-top-Kammerexperimenten untersucht werden, worin die
unterschiedliche Sensitivitat der beiden Kleeklone besteht. Diese kdnnen (i) auf ver-
schiedenen stomatéren Widerstédnden, (ii) auf Unterschiede in der Blattanatomie (in-
terne Widerstdnde u.a. unterschiedliche Mesophyllwiderstande) und (iii) auf den Ent-
giftungsmechanismen beruhen.
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2. MATERIAL UND METHODEN

Zur Erarbeitung der Dosis-Wirkung-Beziehungen wurden zwei amerikanische Geno-
typen von Trifolium repens cv. Regal (HEAGLE et al., 1994, 1995, 1996), einer resistent
(R) und einer sensitiv (S), in vier aufeinanderfolgenden Jahren jeweils von Mai bis Ok-
tober im Freiland auf dem Geldnde der Umweltbeobachtungs- und Klimafolgenfor-
schungsstation in Linden-Leihgestern exponiert. Als Wirkungskriterien wurden
Wachstums- und Ertragsparameter erfasst. Weiterhin wurden Antioxidantien im
Apoplasten und im gesamten Blatt bestimmt, sowie EDAX- und Rasterelektronenmik-
roskopische Analysen durchgefihrt.

2.1 Kultur und Exposition der Versuchspflanzen

Virusfreie Kleestecklinge (ca. 7-10 cm Lange) wurden im Gewdéchshaus fur 28 Tagen
standardisiert in einer Einheitserde (ED 73) angezogen. Die Stecklinge wurden laut dem
ICP-PrOTOKOLL (UNECE, 1996; 1997; 1998; 1999) 10 Tage nach der Anzucht mit
Rhizobium inokuliert, nach 21 Tagen mit Peters-Dlingung (8-12-24) gediingt und an-
schlieRend nach 28 Tagen in 16,4 | Gefdle (Riviera) umgepflanzt und ins Freiland aus-
gesetzt. Die speziellen Gefalie verfugen Uber ein Wasserreservoir von 4,5 I, so dass der
Wurzelraum immer Feldkapazitat erreicht. Mit Hilfe dieses Reservoirs ist es moglich
den Wasserverbrauch regelmél3ig Uber den Expositionszeitraum zu bestimmen. Die
eingesetzte Erde war ein Gemisch aus Einheitserde (ED 73), Sand und Vermiculit
(1:1:1). Die Einheitserde besteht aus Ton und Hochmoortorf und verfiigt Uber alle fir
das Pflanzenwachstum erforderlichen Né&hrstoffe in Form eines Langzeitdlngers. Der
Ton ist reich an Spurenelementen und besitzt ein hohes Sorptions- und Pufferungsver-
maogen. Der Torf lockert das Substrat und fordert die Wurzelbildung der Pflanzen. Die
Zusammensetzung der Né&hrstoffe war wie folgt:

N : 250-450 mg/l P,Os: 200-300 mg/l K,O: 250-450 mgll

Zusatzlich zu dem im Substrat enthaltenen Langzeitdunger wurden die Pflanzen einmal
mit 93,75 mg N (Peters 8-12-24, Compo) pro GefaR gedingt. Zudem wurde in 5
Schichten ein Langzeitdiunger (Osmocote; 14:14:14 N:P:K, Scotts Deutschland GmbH)
beigemischt, um eine ausreichende Ernahrung zu gewahrleisten.

Der Befall der Pflanzen mit Spinnmilben oder weiler Fliege erforderte die Anwendung
von verschiedenen Nutzlingen wie der Phytoseiulus Raubmilbe gegen Spinnmilben und
der Encarsia Schlupfwespe gegen weilie Fliegen (beide von Neudorff). Eine Behand-
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lung mit Pflanzenschutzmitteln wurde gegen Lause (Neudosan; Neudorff) und Mehltau
(Corbel, Ciba; Titane Ultra, CF Spiel & Sohn GmbH) bei Bedarf vorgenommen.

Abb. 4: Anordnung der KleegefélRe in der Hohe einer halb natirlichen Vegetation im

Freiland

Abb. 5: open-top-Kammeranlage auf dem Gelédnde der Umweltbeobachtungs und Kili-
mafolgenforschungsstation Linden-Leihgestern
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Zur Erarbeitung einer Fluss-Wirkung-Beziehung sichtbarer Schadsymptome wurden die
KleegefaRe uber die ganze Vegetationsperiode (Mitte Mai bis Mitte September) in der
Hohe einer halb-natiirlichen Vegetation auf dem Gelédnde der Umweltbeobachtungs-
und Klimafolgenforschungsstation in Linden-Leihgestern exponiert (Abb. 4).

Zur Untersuchung der physiologischen Fragestellungen wurden 4 open-top-Kammern
eingesetzt (Abb. 5). Der prinzipielle Kammeraufbau ist bei FANGMEIER et al. (1992) de-
tailliert beschrieben. Die Folie der in der vorliegenden Untersuchung benutzten Kam-
mern reichte nur bis zur Mitte der Kammer (Abb. 5, 6).

AR 0 y/‘
. 0 9 0 X
Folie bis hier o 0| 5L —G 0
0\, VAN
\

FIGURE 3-4. Open-top field chamber. (A) filters, (B) plenum, (C)_blower, (D) air duct, (E) p‘ol;t gfolanfmlon of CO,,
t al. (1983b).

(F) single-layer wall, (G) double-layer wail with periorations for air eniry. After Rogers &t al. {

Abb. 6: Schematisierte Darstellung einer open-top-Kammer (nach ROGERS et al., 1983)
(A) Aktivkohlefilter; (B) Filter- und Gebléasesystem; (C) Geblase; (D) Luftstutzen; (E) Injekti-
onsstelle fiir Spurengase; (F) Folie (G) Folienschlauch mit Perforationen auf der Innenseite zur
Freisetzung des Luftgemisches

Von den vier Kammern wurden zwei mit Aullenluft versorgt und zwei mit Aulien-
luft + Ozon. Die Ozonbelastung wurde mit Hilfe eines Ozongenerators (Fischer Ozon-
generator 500 Gas selector SEL-4 DMP AG) 12 h pro Tag (von 8:00 bis 20:00) um
20 ppb erhoht. Fir die Messung der Ozonkonzentration wurde alle 7 Minuten eine an-
dere Kammer beprobt (Ozonanalysator MLU Modell 400, SM-MUX4 IMKO GmbH)
und anschlieRend der Mittelwert der letzten 3,5 Minuten dieser Kammer berechnet. Die
24h-Mittelwerte Uber die Expositionszeitraume flr die Jahre 1998-1999 sind in der Ab-
bildung 8 dargestellt.
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Abb.7 : Anordnung der GefélRe in der open-top-Kammer

In jede Kammer wurden acht Gefae pro Kleeklon abwechselnd gestellt. Neben den in
2.3.1 und 2.3.2 wiedergebenen Parametern wurden die in 2.3.6 genannten Messungen
vorgenommen. Die 24h-Mittelwerte der Ozonkonzentrationen und die entsprechenden
AOT40 Werte uber die Expositionszeitraume sind in der Tabelle 1 dargestellt. Die Ge-
fake wurden in der nordlichen Halfte der Kammer angeordnet, um optimale Strahlungs-

verhaltnisse zu gewéhrleisten (Abb. 7). Die Temperatur in Pflanzenh6he wies im Ver-
gleich zum Freiland minimal héhere Werte auf (ca. 1-2 °C).

20 1. Exposition 2. Exposition 3. Exposition
] MN 1998
=)
Q.
&
™
= M w W&/ﬁ
0 T T T T
20 1. Exposition 2. Exposition 3. Exposition
| @ 1999
=)
Q.
&
= NM M
O |
0 T T .

Abb. 8: Tagesmittelwerte der Ozonkonzentrationen ber die Expositionszeitrdume fur

die Jahre 1998 und 1999. (Schwarze Linie: AuBenluft-Os-Konzentration; Rote Linie: Au-
Renluft-Os-Konzentration + 20 ppb O3)
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Tabelle 1: 24h-Mittelwerte der Ozonkonzentrationen und die entsprechenden AOT40
Werte fiir die Zeitrdume in denen das Pflanzenmaterial fiir die physiologi-
schen Untersuchungen exponiert war (siehe 3.5.1)

Jahr Infiltrations- Kontroll-Kammer Oz-Kammer
ansatz (NF)
24h x O3 AOT-40 24h x O3 AOT-40
(ppb) (ppb*h) (ppb) (ppb*h)
1998 1 27 650 32 1063
2 30 2548 46 5214
3 17 0 24 453
1999 1 24 750 46 3630
2 34 2424 35 2540
3 30 1972 33 2184

2.2 Berechnung des Ozonaustausches zwischen dem Modell-System
""Klee" und der bodennahen Atmosphére

Der Austausch von Os; zwischen Phytosphédre und der bodenndhen Atmosphére, Fi,.
w(03) [Mg m?s™], kann wie in GRUNHAGE & HAENEL (1997) und GRUNHAGE et al.
(2000) detailliert dargestellt, mit Hilfe der Formel

C03 (Z ref, 03)
Rah + Rb,O3 + Rc,03

I:total (03) = (7)

beschrieben werden, wobei co3(zre) die Oz Konzentration gemessen in einer Referenz-
hohe zier [Mg M™], Ran der turbulente atmosphérische Widerstand [s m™] der den Luft-
transport zwischen der Referenzhhe z.f oz Oberhalb der Vegetation und der Hohe
z=d + zom, die die Senke fiir dem Impuls repréasentiert (d = Verschiebungshéhe, zom =
Rauhigkeislange fur den Impuls), Ry03 der Widerstand der quasi-laminaren Schicht
[s m™] zwischen Impulssenke z = d + zom und der O3 Senke z = d + zg 03 und R, o3 der
Bestandeswiderstand [s m™], der die Einflusse des Pflanze/Boden Systems auf den ver-
tikalen Austausch des O3 beschreibt, sind.

Der Bestandeswiderstand R, o3 wird mit Hilfe verschiedener in Serie oder parallel ge-
schalteter Einzelwiderstdnde approximiert (GRUNHAGE et al., 2000):

L oja- g L po g YA L P ]

Rc, 03 Rc, stom, 03 Rc, mes, 03 Rc, cut, 03 Rc, ext,03 RBoden, 03
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mit Re, stom, 03 der stomatare Widerstand des Bestandes, R, mes, 03 (= 0,01 s m™) der Me-
sophyllwiderstand des Bestandes, Rc, cu, 03 (= 10,9 10° s m™) der cuticulare Widerstand
des Bestandes, R, ext 03 (= 725 s m™*) der Widerstand der externen Pflanzenoberflachen
fur einen vollentwickelten Bestand und Rgogen, 03 (= 375 s m™*) der Bodenwiderstand. £
und S sind gewichtete Funktionen, die vom aktuellen Entwicklungsstadium der Pflanze
abhéangig sind (GRUNHAGE & HAENEL, 1997; GRUNHAGE et al., 2000).

Wie bereits einleitend erwihnt, ist die stomatire Ozonaufnahme Fpsorbiert (03) Nur ein
Teil des gesamt ausgetauschten Ozons:

I:total (03) = I:absorbiert (03) + I:externePfIanzenoberfléichen (03) + I:boden (03) (9)

Die Berechnung der stomataren Aufnahme geschieht unter Bericksichtigung aller Wi-
derstéande (Gleichung 10).

Cha(Z
Fabsorbiert (03) = - 03( ref)

Rc, absorbiert, 03 Rc, absorbiert, 03 1- ,8 ,B
Ry+tRgst———————+ [R, +R, o] +
ah b,03 1- g* ah b,03 1- B* R R
ﬂ ﬁ c, ext, 03 Boden, 03
. 1 1 1 1
mit = + (10)
Rc, absorbiert, 03 Rc,stom,oa‘ * Rc, mes, 03 Rc, cut, 03 Rc,stom,oa‘ Rc,mes,oa‘

Die Modellierung des Ozonaustausches zwischen Vegetation und bodennaher Atmo-
sphare wurde mit Hilfe des big-leaf Models PLATIN (Plant-ATmosphere Interaction;
GRUNHAGE & HAENEL, 1997) unter Beriicksichtigung der Energiebilanz durchgefiihrt.
Neben der Ozonkonzentration in einer Referenzhéhe (3,5 m) werden folgende meteoro-
logische Grolzen bendtigt:

* Windgeschwindigkeit (m/s) (in 8,5 m oder 10 m Hohe)
e Globalstrahlung (W/m?)

e Lufttemperatur (°C)

e Luftfeuchtigkeit (%)

» Niederschlag (mm)

e Luftdruck (hPa)

Diese Parameter wurden von der Umweltbeobachtungs- und Klimafolgenforschungs-
station in Linden-Leihgestern kontinuierlich als halbstunden Mittelwerte erfasst und in
einer Datenbank abgelegt. Die Bestandesarchitektur und —entwicklung wird Uber die
folgenden Grdssen charakterisiert:
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= Rauhigkeitslange fur Impuls, zom (M)

e Verschiebungshohe d (m)

= Blatflachenindex nicht-seneszenter Blatter LAlggn (M2/m?)
» Blatflachenindex des Gesamtbestandes LAl (M?mM?2)

e kuzwellige Albedo a

Das Widerstandsmodell PLATIN beschreibt den Stoff- und Energieaustausch auf Be-
standesebene. Die zugrunde liegende mikrometeorologische Theorie setzt FeldgréRen
von mehreren Hektar voraus, sodass diese Modelle nicht ohne weiteres kleinrdumig
(GefaRz-Ebene) angewendet werden kdnnen. Da aus methodischen Griinden kein Klee-
feld mit geklonten Stecklingen etabliert werden konnte, wurden, wie bereits in Kapitel
2.1 ausgefiihrt, Kleegeféalie mit einem Durchmesser von 31,5 cm in einem Griinlandoko-
system exponiert. Aus diesem Grund musste das Gefal3 daher in einer Feldumgebung
modelliert werden. Da das Gefal} relativ zur Umgebung gesehen klein ist, wird die Stro-
mung / Turbulenz der Umgebung von der Rauhigkeit des GeféaRes nicht beeinflusst.
Wihrend die KleegefaRe optimal mit Wasser versorgt wurden (Feldkapazitat) war der
Bodenwassergehalt des umliegenden Grinlanddkosystems den nattrlichen Schwankun-
gen unterlegen (Niederschlag, Trockenperioden). Die KleegefaRe standen deshalb in der
Regel in einer relativ gesehen trockeneren Umgebung, sodass der sogenannte "Oasen-
Effekt" im Modell berticksichtigt werden musste. Dieser Effekt beschreibt, dass kleine,
feuchte Flachen in einer trockeneren Umgebung mehr verdunsten, als ausgedehnte
feuchten Flachen es tun wirden, und zwar um so mehr, je kleiner die ("Insel"-) Flache
ist (VAN EIMERN & HACKEL, 1984; BRUTSAERT, 1984).

Fur die vorliegende Untersuchung stand eine PLATIN-Version zur Verfligung, die so-
wohl den Energie- und Stoffaustausch auf ¢kosystemarer Ebene als auch auf GefaR-
ebene unter Bericksichtigung des Oasen-Effekts modelliert. Um zu berpriifen, ob die
Modellannahmen stimmen wurde ein Grinland-Gefal} mit den Eigenschaften des um-
liegenden Griinland-Okosystems (identische Grossen: Blattflachenindex, Bestandes-
hohe, Bodenwasserhaushalt, etc.) simuliert. Wie in Abb. 9 dargestellt entspricht die
Evapotranspirationsrate des simulierten Griinland-GefaRes dem des Griinland-Okosys-
tems.
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Griinland-feucht A
3507| GefaB mit Griinland-feucht @) o

LWS (W/m2) des ""Griinland-GefaRes"

0 50 100 150 200 250 300 350
LWS (W/m2) des ""Grinlands™

Abb. 9: Vergleich der modellierten Evapotranspirationsraten eines im Griinland expo-
nierten "Grunland-GeféalRes” mit diesem feuchten Grinland (LWS= latenter
Warmestrom in Wm?)

Desweiteren wurde die Evapotranspiration eines Griinland-Okosystems bei Feldkapa-
zitat mit den Evapotranspirationsraten eines Griinland-Okosystems unter trockenen Be-
dingungen (0,2 mé/ m3) verglichen. Erwartungsgemass liegen die Evapotranspirations-
raten des "feuchten Grinlandes™ Uber denen des "trockenen Griinlandes™ (Abb. 10).

400

.. e
3504 .'.}.0' g
300- 3

250+
200+
150+
100+

Griinland - trocken A
Griinland - feucht A
Gefal mit Griinland - feucht @

T T
0 50 100 150 200 250 300 350
LWS (W/m?) "Grinland-trocken™

50+

LWS (W/m2) des ""Grlnlands"

0_

Abb. 10: Vergleich der modellierten Evapotranspiration des feuchten Griinland-Gefalies
(modelliert in einer trockene Grinland-Umgebung) mit feuchtem und trocke-
nem Griinland (LWS= latenter Warmestrom in Wm)

Vergleicht man die Evapotranspirationrate eines "feuchten Grunland-Geféal3es" in einer

trockenen Umgebung unter der Bericksichtigung des Oasen-Effektes mit denen des
"feuchten Griinland-Okosystems" so wird der Einfluss des Oasen-Effekts auf die Eva-
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potranspirationsraten deutlich: Die Evapotranspirationsraten des "feuchten Grinland-
GefaRes" liegen deutlich Gber denen des "feuchten Griinland-Okosystems™ (Abb. 10).
Diese Differenz spiegelt den Oaseneffekt wider.

Das Modell wurde an die Daten von 1997 und 1998 angepalit, die Jarvis-Faktoren wur-
den ermittelt und mit den Daten von 1999 verifiziert. Flr das Jahr 1996 wurde, wegen
des fehlenden Blattflachenindexes (LAI) und Héhen-Messung, nur die PAD errechnet.

Bei der Berechnung der Evapotranspiration wurde bis zu einem LAI von 6 modelliert.
Der gleiche LAI wiirde bei der Berechnung der PAD ein Problem auftauchen lassen: Je
groRer LAI wird, desto grofRer wird auch die photosynthetisch aktive Flache des Be-
wuchses, d.h. desto groer wird der Gasaustausch und damit auch PAD. Bei unter-
schiedlichen LAIs kann man also schlecht die PADs untereinander vergleichen, denn
die exponierte Fl&che ist unterschiedlich. Um dieses Problem zu umgehen, wurde die
Norm-PAD berechnet (Gleichung 11). Mit der Verwendung dieser normierten PAD
kann man die verschiedenen Termine unabhédngig von den jeweiligen LAI miteinander
vergleichen.

PAD_A
LAI_EF

Norm-PAD = (11)

wobei PAD_A die PAD nach (GRUNHAGE et al., 1999) und LAI_EF das effektive LAI,
das bei jedem gemessenen LAI berechnet wird, ist.

Fur die Ableitung der Pollutant Absorbed Dose (PAD) muss die gleiche VVorgehens-
weise angewendet werden, wie bei der Evapotranspiration. Es muss also zunédchst uber-
priift werden, ob die Modellannahmen stimmen. Dafur wird auch hier, wie bei der Eva-
potranspiration, ein Kleegefall wie ein Griinlandbestand modelliert. Mittels der Graphik
11a wird deutlich, dass das Gefal? mit den gleichen Umgebungsbedingungen die gleiche
PAD aufweist wie das Feld. Bei der Abbildung 11b sieht man, dass das feuchte GefaR
in einer trockenen Umgebung eine héhere Dosis absorbiert, als die trockenere Umge-
bung. Es spielt also auch hier der "Oasen-Effekt" eine grofie Rolle. Wie schon gezeigt
wurde, ist unter Einfluss des Oasen-Effekts die Evapotranspiration beziehungsweise der
Gasaustausch grolier und demzufolge ist auch die PAD groRer. In Abbildung 11c wird
der Effekt der PAD-Normierung auf 1 effektive LAI-Einheit deutlich: die Norm-PAD
eines Bestandes mit LAI= 2m?m? unterscheidet sich nur unwesentlich von der Norm-
PAD eines Bestandes mit LAI=4m%/m?.
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Abb. 11: (a) Vergleich der modellierten Norm-PAD einer feuchten Umgebung mit ei-
nem feuchten Gefal3. (b) Vergleich der Norm-PAD einer trockenen Umge-
bung mit einem feuchten Gefal3 (modelliert in einer trockenen Umgebung).
(c) Vergleich der Norm-PAD eines Bestandes mit LAl =2 und eines mit
LAI=4

2.3 Wirkungserhebungen

2.3.1 Symptomatologie

Wahrend der Vegetationsperiode wurden wochentlich — manchmal auch zwei mal in der
Woche - Bonituren durchgefiihrt. Folgende Parameter wurden bei den Bonitierungen

erfasst:

e Anzahl der gesamten griinen Bléatter

e Anzahl der gesamten seneszenten Blatter
e Anzahl der Bliten
e Prozentuale Schadigung der Blatter (%)
e Wuchshéhe (cm)
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Als "seneszente" Blatter wurden Blatter charakterisiert, deren Schadigung durch Nekro-
sen oder Chlorosen uber 50 % lag. Die Wuchshohe wurde als die Lange des Stengels
vom Substrat bis zum Blatterdach definiert. An den Boniturtagen wurden, sowohl beim
bewachsenen als auch beim unbewachsenen Boden, Messungen der Albedo vorgenom-
men. Daflr wurde das Gerat LI-185b (LI-COR, Nebraska, USA) benutzt.

2.3.2 Ertrag
Die zwei Klone (10 Gefale pro Kleeklon) wurden nach 28 Tagen jeweils in 7 cm Hohe
geerntet. Es gab funf (1996) beziehungsweise vier (1997-1999) Erntetermine. Aus der

folgenden Tabelle sind die verschiedenen Erntetermine zu entnehmen.

Tabelle 2: Erntetermine in den verschiedenen Expositionsjahren

Erntetermine 1996 1997 1998 1999
1 20.6. 23.6. 15.6. 07.6.
2 18.7. 21.7. 13.7. 05.7.
3 15.8. 18.8. 10.8. 02.8.
4 12.9. 15.9. 07.9. 30.8.
5 10.10. - - -

Die oberirdische Biomasse wurde in verschiedene Fraktionen unterteilt. Folgende
Wachstumsparameter (g/Gefél3) wurden untersucht:

e Frisch- und Trockengewicht griiner Blatter
e Trockengewicht seneszenter Blatter

e Frisch- und Trockengewicht der Stiele

e Frisch- und Trockengewicht der Stolone

e Frisch- und Trockengewicht der Bliten

Unmittelbar nach der Ernte wurde das Frischgewicht mit einer Waage (SM 1000, Sau-
ter) festgestellt. Um das Trockengewicht zu bestimmen, wurde das geerntete Pflanzen-
material fir drei Tage bei 80 °C (bis zur Gewichtskonstanz) getrocknet und anschlie-
Rend gewogen. Aus den Ergebnissen wurde das S/R Verhdltnis (sensitiv / resistent) der
produzierten Biomasse der beiden Klone errechnet und diente zur Abschétzung des Ein-
flusses von O3 auf die Biomasseproduktion.
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2.3.3 Leaf-Area-Index (LAI)

Der Leaf Area Index (LAI) zeigt, wie sich die Blattflache tiber die verschiedenen Expo-
sitionszeitraume entwickelt hat. Er wird als Blattfliche pro Bodenflache definiert. Fir
die Bestimmung des LAI wurde eine gesonderte Reihe von Pflanzen benutzt. Alle vier
Tage wurden von jedem LAI-Gefal3 zwei Proben von je 5g entnommen. Von dieser
Teilprobe wurden die Blattflache bestimmt (LI-3050A/4, LI-COR, USA) und die mitt-
lere Blattflache pro Blatt ermittelt. Aus diesen Daten wurde eine Regressionsgerade
(Tag O bis Tag 28) berechnet, mit deren Hilfe die LAI-Entwicklung der Pflanzen des
Modellansatzes fir jeden Expositionszeitraum ermittelt werden konnte.

2.3.4 Wasserverbrauch

Um mogliche Unterschiede im H,O-Verbrauch der beiden Klone festzustellen, wurde
alle 2 bis 3 Tage die noch verfugbare H,O-Menge bestimmt. Zur Messung der Evapora-
tion unter Freilandbedingungen wurden unbewachsene Geféale (reines Kultursubstrat)
verwendet. Die volumetrische Bodenfeuchtigkeit wurde mit TDR-Sonden (time domain
reflectrometry, Typ P2G, Imko, Deutschland) regelmaRig gemessen, um sicher zu stel-
len, dass die Feldkapazitatsfeuchte gewahrleistet war.

2.3.5 Gaswechsel

Gaswechselmessungen auf Blattebene wurden direkt im Freiland vorgenommen; die
Messungen erfolgten sowohl an bewdlkten als auch an sonnigen Tagen. In den Jahren
1997-1998 wurde mit einem geschlossenen tragbaren GaswechselmeRsystem, LI-6200
(LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA) gearbeitet. Eine Funktionsbeschreibung des Sys-
tems findet sich bei FIELD et al. (1989), vON WILLERT et al. (1995) und GRUTERS
(1998).

Es wurde eine Viertel-Liter-Kammer eingesetzt und die Gasflisse auf die Photosyn-
these des eingespannten Blattes abgestimmt, d.h. die genaue Kenntnis der eingespann-
ten Blattflache war die Voraussetzung um exakte Ergebnisse zu erzielen. Da das drei-
fiedrige Kleeblatt zu groR fir die Messkammer war, wurde nur eines der drei Fieder-
blattchen eingespannt. Flr die Ermittlung der Blattflache wurden eine Reihe von Blat-
tern abgeschnitten, kopiert und vergrofert, um den Fehler zu minimieren. Die Flachen
der kopierten, ausgeschnittenen Blatter wurden mittels des Blattflachenmessgerates (LI-
3050A/4, LI-COR, USA) bestimmt. Anschlielend wurde die Flache in Beziehung zur
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Lange * Breite des entsprechenden Blattes gesetzt. Mittels einer linearen Regression
wurde die gesuchte Beziehung ermittelt, welche fir jeden Klon unterschiedlich war.

Fur den S-Klon: y =0,735018 * x — 0,0743376 (12)
Fir den R-Klon: y = 0,727469 * x + 0,00669395 (13)

wobei: y = Flache
X = Lange * Breite

2.3.6 Stoffwechsparameter

Wahrend der Expositionsjahre 1997 - 1999 wurden jede Woche 2 Pflanzen pro Klon aus
den open-top Kammern geerntet. Ein Teil wurde unmittelbar fir den Infiltrationsver-
such (siehe 2.3.7) verwendet ein weiterer Teil fur die spatere Aufarbeitung zur Bestim-
mung von Ascorbinsdure, Ascorbatperoxidase und der unspezifischen Peroxidasen bei
-80 °C aufbewahrt.

Bestimmung des Ascorbinsduregehaltes

Die Messungen wurden nach einer von OKAMURA (1980) ausgearbeiteten und von
BRAUNING (2002) modifizierten Methode durchgefihrt, die auf der Elektronentbertra-
gung von reduzierter Ascorbinséaure auf Eisen-111-lonen in saurer Losung basiert. Das so
entstandene zweiwertige Eisen (Fe?*) bildet mit a,a-Bipyridyl einen Chelat-Komplex,
dessen Extinktion bei 525 nm photometrisch bestimmt werden kann. Um den Gehalt an
Dehydroascorbat mit erfassen zu konnen, wird dieses zuvor mit Dithiotreit (DTT) zu
Ascorbinsdure reduziert. Auf diese Weise wird der Gehalt an Gesamt-Ascorbat be-
stimmt. Uberschiissiges Reduktionsmittel, das auch Elektronen auf Fe®* (bertragen
wirde, wird durch Zugabe von N-Ethylmaleimid (NEM) aus dem Reaktionsansatz ent-
fernt.

Fur die Untersuchung wurde 0,2 g gefrorenes Blattmaterial mit 3 ml 0,1 N HCI versetzt,
homogenisiert (1:15) und anschlieRend fiir 20 Minuten bei 4 °C mit 16000 rpm zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde entnommen, in ein Schnappdeckelglas pipettiert und in Eis
gestellt.

Zu jeder Messreihe wurde eine Eichreihe erstellt. Von 5 Ascorbinséurestandards im
Konzentrationsbereich von 0-1 mM wurde (wie die Proben) der Gesamt-Ascorbinsaure-
gehalt bestimmt. (Messungen haben gezeigt, dass die Steigung der Eichkurve der redu-
zierten und der gesamten Ascorbinséure gleich ist.) Fur die Eichreihe der Infiltrate wur-
den 5 Ascorbinsaurestandards im Konzentrationsbereich von 0-100 puM eingesetzt.
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Pipettierschema:

Losung Gesamtascorbat Reduziertes Ascorbat
NaOH-Puffer (ml) 0,2 0,2

Blattextrakt (ml) 0,2 0,2

DTT (ml) 0,1
DTT+NEM (ml) 0,2
15 min inkubieren (Raumtemp.)
NEM (ml) 0,1
30 sec inkubieren (Raumtemp.)

Bipyridyl (ml) 1
Whirlen und gleichzeitig 0,2 0,2
FeCls zugeben

60 min bei 37 °C inkubieren
30 min in Raumtemperatur

abkiihlen lassen

Aus den Standardkonzentrationen und den zugehdrigen Extinktionen der Eichreihe
wurde eine Regressionsgerade ermittelt, Uber deren Steigung die Probenkonzentrationen
in mmol / | (die Eichgerade fur die Infiltration lag im pumol / | Bereich) berechnet wur-
den. Folgende Formeln wurden fiir die Umrechnung in mg/ g FG (bei der Infiltration
entsprechend in pg / g FG) angewendet:

(Extinktion + Achsenabsdnitt)

14
Steigung (14)

mmol/ | Ascorbinsaure =

mmol

*Probevolurren (1)

o _ I
mg Ascorbinsaure/ g FG = *1981 (15
g gFG=( e ) (15)

Bei der Infiltration muf3te zusétzlich der Verdinnungsfaktor (3) mit in der Berechnung
berticksichtigt werden. Zur Bestimmung des Ascorbinsduregehaltes im Trockengewicht
wurde mit bekanntem Verhaltnis TG / FG multipliziert.

Verwendete Reagenzien

Phosphatpuffer 150 mM Na-K-Phosphatpuffer, pH 7,5

NaOH-Puffer 1,667 ml 6 N NaOH mit dem Phosphatpuffer auf 100 ml auffillen
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DTT-L6sung 10 mM; 0,01524 g Dithiotreit mit Aqua bidest. auf 10 ml auffil-
len

NEM-L0osung 0,5 % (w/v); 0,5 g N-Ethylmaleimid mit Aqua bidest. auf 100 ml

DTT + NEM 1:1 mischen

Bipyridyl-L6sung

Ethanol 70 %; 70 ml Ethanol absolut + 26 ml H,O

H3PO, 42,5 %; 1:1 mit dem 85 %igen verdlinnen

TCA-L6sung 10 % (w/v); 10 g TCA auf 100 ml auffillen
0,2 g Bipyridyl in 10 ml Ethanol Iésen +10 ml HsPO4 + 10 ml
TCA

FeCl3-Losung 3% (w/v); 5 g FeCl3 x 6 H,O mit Aqua bidest. auf 100 ml

AsA-Stammlésung 0,1 mg/mlin 0,1 N HCI

Verwendete Gerate

Analysenwaage Mettler, Modell AT 200
Wasserbad Julabo, Modell U3
Spektrophotometer, Fa. Beckmann Modell DU 6
Beckman-Zentrifuge Model J2-21

Bestimmung unspezifischer Peroxidasen

Die unspezifischen Peroxidasen (POX) werden durch die Abnahme des H,O, oder des
H.-Donators, sowie durch die Entstehung der dehydrogenierten Verbindung, wie zB.
des Guajacols bestimmt:

4H,0,+4DH, °"®_8H,0+D,  (16)

D4 = Oktadehydrotetraguajacol

Fur die Untersuchung wurden 0,2 g gefrorenes Blattmaterial mit 3 ml Extraktionspuffer
versetzt, homogenisiert und 25 Minuten in 4 °C bei 16000 rpm zentrifugiert. Anschlie-
Rend wurde die Extinktionszunahme aufgezeichnet und als Graphik festgehalten. Die
Berechnung der Enzymaktivitét erfolgte nach der Formel:

I *
Krveitenvolumen 4 A!E *VF * Puffervolumen
Aktivitat (U/g FG) = £=0~Frobevolumen i (17)

9

Extinktionskoeffizient fiir Guajacol: € = 25,5 cm? / pMol
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Bei der Infiltration musste zusatzlich der Verdunnungsfaktor (VF=3) mit in der Berech-
nung berucksichtigt werden.

Reagenzien
100 mM K-PO, Puffer Losung a: KH2POy; 1,361 g in 100 ml Aqua dest.
Losung b: KoHPOy; 2,282 g in 100 ml Aqua dest.; auf
pH =7 einstellen (gleicher Puffer fir Extraktion und Mes-
sung)
28 mM Guajacol 25 pl (35 mg) in 10 ml K-PO,4 Puffer l6sen
12,3 mM H,0, 0,014 ml in 10 ml Aqua dest.
Pipettierschema:
Substanz Pipettiermenge (ul)
K-PQO, Puffer 1500
Guajacol 250
Extrakt 100
H.0, 25

Bestimmung der Ascorbat-Peroxidase-Aktivitat

Dazu wurde die Methode von MANDERSCHEID & JAGER (1991), AsADA (1992) und
NAKANO & AsADA (1987) tbernommen. Das Enzym katalysiert die H,O, Entgiftung.
Als Substrat (also als H,-Lieferant) dient das Reduktionsmittel Ascorbinsdure, das in
seiner reduzierten Form ein Absorptionsmaximum im nahen UV-Bereich (289 nm)
zeigt und so quantitativ photometrisch bestimmt werden kann.

0,2 g gefrorenes Blattmaterial wurden mit 3,5 ml Extraktionspuffer versetzt und nach
Zugabe von 10 % PVP homogenisiert und im Anschluss fir 20 Minuten bei 4 °C mit
16000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir 4 h bei 4 °C dialysiert.

Berechnung der Enzymaktivitat

Kuvettenvolumen*1000 , AE *VE *puffervolumen

Aktivitat (U/ g FG) = —£~d* Probevolumen . ngn (18)

Extinktionskoeffizient fiir Ascorbat € = 2,8 cm?/ uMol
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Bei der Infiltration musste zusatzlich der Verdunnungsfaktor (VF=3) mit in der Berech-

nung berucksichtigt werden.

Pipettierschema:

L6sung Pipettiermenge (ul)
Puffer 600
EDTA 100
Ascorbat 100
Extrakt 100
H.0, 100

Reagenzien fur Extraktion und Dialyse:

Extraktionspuffer
50 mM Tris-HCI

1 mM Ascorbat
10 % Sorbit

Dialysepuffer
50 mM Tris-HCI

1 mM Ascorbat
5 % Sorbit

10 % PVP (Polyclar)

0,6057 g Tris (Tris (hydroxymethyl) aminomerthane) auf
100 ml mit Aqua dest. auffillen und mit HCI auf pH 7,8
einstellen

0,01761 g auf 100 ml Puffer

18,171 g Tris in 31 Aqua dest. und mit HCI auf pH 7,8
einstellen
0,5283 g in 3 | Puffer

Reagenzien fur die Messung der Enzymaktivitat:

100 mM NaPQ,-Puffer

1 mM EDTA
5 mM Ascorbat
1 mM H,0,

Lsg. a: Na;HPOy; 1,7799 g in 100 ml Aqua dest. 16sen
Lsg. b: NaH,PQOy4; 1,56 g in 100 ml Aqua dest. ldsen
Bei pH 7 einstellen

0,00931 g in 25 ml Puffer

0,0099 g in 10 ml Aqua dest.

10 ul 30 % H,0, auf 100 ml Aqua dest.
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2.3.7 Apoplasten-Fluid

Die Vakuum-Infiltrations-Methode (HUSTED & SCHJOERRING, 1995) ist entwickelt wor-
den, um eine relativ reine Apoplastenflissigkeit ohne grolRe cytoplasmatische Verunrei-
nigungen zu gewinnen.

Die Blatter wurden mit einem Korkbohrer in Stanzstiicke geschnitten und gewogen
(Mettler AT). Die Stanzstlicke wurden in eine 350 mOsm (0,28 M) isotonische Sorbitol-
Losung (bei 10 °C) eingetaucht und mit einer speziell dafiir konstruierten Halterung am
Boden des Infiltrationslésungs-Gefalies fixiert. Mit einer Vakuumpumpe (Typ Heraeus)
wurde mit bis zu 100 Torr infiltriert, wobei der Druck sehr langsam gesenkt wurde.
Nachdem die Blatter dem Vakuum fur 1 min ausgesetzt waren, wurde der Druck lang-
sam wieder aufgebaut. Das ganze dauerte ca. 4,5 min. Nach der Infiltration wurde die
Flussigkeit von den Blattern abgetupft und diese erneut gewogen. Anschliefend wurden
die Stanzstiicke einzeln in Alufolie gewickelt und in speziellen Zentrifugenréhrchen bei
4 °C fur 25 min und bei 3024 g (Beckman-Zentrifuge Model J2-21) zentrifugiert.

Die Reinheit der Extrakte, um Verunreinigungen durch Cytoplasma festzustellen, wurde
durch Messung der Aktivitat der Malatdehydrogenase (MDH) kontrolliert. Bei weniger
als 1 % MDH-AKktivitat wurde die Probe als ausreichend rein definiert.

Die Ascorbat-Bestimmung erfolgte nach Mischung des Apoplastenfluids mit 0,1 N HCI
(1:2); die Ascorbatperoxidase-Bestimmung wurde nach Mischung des Fluids im Ver-
haltnis 1:2 mit 50 mM Tris-HCI, pH 7,8, 10 % (w/v) Sorbitol und 1 mM Ascorbat
durchgefiihrt. Die Guajacol-Peroxidase-Aktivitat wurde nach versetzen des Fluids mit
einem 100 mM NayHPO, / KH,PO4-Puffer, pH 7, ebenfalls im Verhaltnis 1:2 gemessen.
Die Apoplastenfluid-Puffer-Gemische wurden in flussigem Stickstoff tiefgefroren und
entsprechend den Angaben fur die Gesamtblattanalysen (2.3.6) weiter bearbeitet.

2.3.8 Blattanatomie

Um die Blattanatomie der beiden Klonen zu vergleichen wurde ihr Blattaufbau mit dem
Rasterelektronenmikroskop (Philips SEM XL20) untersucht, das zusatzlich mit einem
Rontgenstrahlhalbleiterdetektor "EDU-Leap Detector" (zur EDAX bzw. Rdéntgenspek-
tralanalyse) ausgerustet war. Mit der EDAX (Energiedisperszive Rontgenmikroanalyse)
kann die Elementkonzentration und —zusammensetzung in mikrometergrossen Proben
gemessen werden. Das Messprinzip wird bei PLATTNER & ZINGSHEIM (1987) ausfiihr-
lich beschrieben. Ein typisches EDAX Spektrum ist in Abb. 12 dargestellt. Im Rastere-
lektronenmikroskop erfolgt die Informationserfassung und -verarbeitung wie bei
EGGERT (2005) erldutert.
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630 7.20 8.10

Abb. 12: Typisches EDAX-Spektrum mit den elementspezifischen Peaks.

Probenvorbereitung und Elementanalysen

Die Analysen wurden in der Zentralen Biotechnischen Betriebseinheit der JLU durchge-
fihrt. Ein Teil der Pflanzen war zuvor einer 14tdgigen Ozonexposition in den open-top-
Kammern ausgesetzt worden. Es wurden zundchst Proben aus den Blattspreiten mit dem
Skalpell herausgeschnitten und durch rasche Abkuhlung mit flissigem Stickstoff bei —
196 °C kryofixiert. Das tiefgefrorene Material wurde oberflachlich quergebrochen (Ra-
dialbruch) und anschlieBend in das Vakuum des Rasterelektronenmikroskops (Philips,
SEM XL20) ubertragen. Fir weitere Details siehe WARLEY (1997).

Es wurden Messungen in gefrorenem und in gefriergetrocknetem Zustand (Proben wur-
den im Hochvakuum gefriergetrocknet) durchgefuhrt. Im gefrorenen Zustand wird das
Wasser und der darin geldste Sauerstoff mitgemessen. In den gefriergetrockneten Pro-
ben wird nur das gemessen, was in der verbleibenden Matrix gebunden ist. Die einge-
stellten Bedingungen erlaubten Messungen bei minimaler Probenbelastung. Fur ein
Zeitfenster von bis zu 45 Minuten waren dabei gleichbleibende Messbedingungen ge-
wahrleistet (HINDE et al., 1998; KoYyro, 2000). Es erfolgte eine thermische Atzung
(Abbildung 13). AnschlieRend wurden Messungen sowohl an den oberen und unteren
Epidermiszellen, als auch an den Palisaden- und Schwammparenchymzellen durchge-
fuhrt. Gemessen wurde der Vakuoleninhalt. Aufgrund methodischer Probleme (Aufl6-
sungsvermdgen bzw. minimal erfassbares Probenvolumen) war eine Messung direkt im
Apoplasten (Zellwand) nicht moglich (KOSEGARTEN & KOYRO, 2001).
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Abb. 13: Die drei Phasen der Gefrieratzung im Rasterelektronenmikroskop

Der Zeitraum einer Analyse betrug 100 life seconds (Nettosekunden; "die in 100 Se-
kunden real erzeugte Rontgenstrahlung™). Der Arbeitsabstand zwischen Probenoberfla-
che und dem KEVEX-Si/Li-Réntgenhalbleiterdetektor mit Beryllium Fenster (Detektor-
spannung 500 V) betrug 12 mm. Die Beschleunigungsspannung betrug 15 kV, der
Strahlstrom 150 pA, der Kondensorstrom 0,8 bis 1,0 A und der Durchmesser der Ob-
jektivblende 100 um. Die Elementzusammensetzung und -konzentration der Makro-
und Mikroelemente C, O, N, Na, Mg, P, S, Cl, K und Ca wurde mit dem gerateeigenen
Auswertungsprogramm bestimmt. Die Quantifizierung erfolgte tber die gemessenen
Gewichtsprozente der einzelnen Elemente.

2.4 Datenauswertung und Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit dem Statistikprogramm Sigma Stat 2.0 durchge-
fihrt, dessen Ergebnisse durch das Graphikprogramm Plot IT 3.20h fir Windows
95/NT graphisch dargestellt wurden. Die Textverarbeitung erfolgte durch das Textver-
arbeitungsprogramm Winword 97. Mit Hilfe der zwei- und dreifaktoriellen Varianz-
analyse und dem Tukey-Test wurden die Mittelwertunterschiede auf Signifikanzen
Uberprift und im Anschluss tabellarisch oder graphisch dargestellt. Die signifikanten
Unterschiede wurden mit einem Stern gekennzeichnet. Die Unterschiede in den Ergeb-
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nissen der einzelnen Jahre wurden fir den R-Klon mit einem Buchstaben und fiir den S-
Klon mit einer Ziffer versehen. Mindestens ein gemeinsamer Buchstabe oder Ziffer
zeigt, dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen gibt.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Klimatische Bedingungen und Ozonexposition

Der Vergleich der Ozonbelastung in den vier Untersuchungsjahren (Tabellen 3 bis 4)
zeigt, dass eine O3-Konzentration von 100 ppb nur bei der ersten Exposition des Jahres
1996 und bei der jeweils letzten Exposition der Jahre 1997 und 1998 (berschritten
wurde. Das Jahr 1999 hatte wéhrend der gesamten Expositionsperioden die niedrigsten
Ozonkonzentrationen. Nur innerhalb der zweiten Exposition wurden 80 ppb Uberschrit-
ten. Der Vergleich der "mittleren” Temperaturdaten zeigt, dass keine Unterschiede zwi-
schen den Jahren zu sehen sind. Ahnliches gilt auch fiir die relative Luftfeuchtigkeit,
hier sind nur kleine Unterschiede erkennbar. 1998 war das Jahr mit dem meisten Regen
und den meisten Regentagen. Weitere charakteristische Daten sind flr jedes Jahr ge-
trennt im Anhang 1 zu finden.

Tabelle 3: Einige Klimadaten fur alle Expositionen des Jahres 1996 und 1997

1996 1. Exposition | 2.Exposition | 3.Exposition | 4.Exposition
Ozone (ppb) 24h mittelwert 32 22 24 21
Tagesmaxwert 64 43 51 49
AOT40 4112 596 2093 1366
Lufttemperatur (°C) | Tagesmittelwert 16 15 17 14
Tagesmaxwert 22 19 23 19
Tagesminwert 9 10 10 8
rel. Feuchtigkeit (%) | Tagesmittelwert 78 80 79 81
Tagesminwert 58 61 56 62
Niederschlag (mm) |Summe 23,3 45,6 50,4 38,4
Strahlung (W/m?)  |Tagesmittelwert 441 328 386 325
1997
Ozone (ppb) 24h mittelwert 31 23 29 22
Tagesmaxwert 55 48 59 54
AOT40 2433 1304 4057 2031
Lufttemperatur (°C) | Tagesmittelwert 15 16 19 17
Tagesmaxwert 21 21 25 23
Tagesminwert 8 11 12 10
rel. Feuchtigkeit (%) | Tagesmittelwert 74 80 71 75
Tagesminwert 49 57 45 52
Niederschlag (mm) |Summe 45,3 55,1 10 18,4
Strahlung (W/m2) |Tagesmittelwert 421 371 442 341

Tagesmaxwert - Tagesminwert: Mittelwert des tdglichen Maximalwertes bzw. Minimalwertes
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Tabelle 4: Einige Klimadaten fir alle Expositionen der Jahre 1998 bis 1999

1998 1. Exposition | 2.Exposition | 3.Exposition | 4.Exposition
Ozone (ppb) 24h mittelwert 27 25 28 29
Tagesmaxwert 50 47 61 60
AOT40 1813 1158 3102 3667
Lufttemperatur (°C) | Tagesmittelwert 14 16 17 16
Tagesmaxwert 20 21 24 21
Tagesminwert 8 11 11 10
rel. Feuchtigkeit (%) | Tagesmittelwert 78 79 75 75
Tagesminwert 56 57 50 52
Niederschlag (mm) |Summe 82,2 40,3 24,7 71,8
Strahlung (W/m?)  [Tagesmittelwert 368 348 385 320
1999
Ozone (ppb) 24h mittelwert 29 30 28 23
Tagesmaxwert 53 58 54 47
AOT40 1971 3156 2393 1157
Lufttemperatur (°C) | Tagesmittelwert 15 16 19 17
Tagesmaxwert 21 22 25 22
Tagesminwert 8 9 13 11
rel. Feuchtigkeit (%) | Tagesmittelwert 76 71 73 76
Tagesminwert 52 45 50 52
Niederschlag (mm) |Summe 28,9 115 70,3 45,6
Strahlung (W/m?)  [Tagesmittelwert 404 426 412 357

Tagesmaxwert - Tagesminwert: Mittelwert des taglichen Maximalwertes bzw. Minimalwertes
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3.2 Einfluss von O3 auf die Produktion oberirdischer Biomasse

3.2.1 Ertragserhebungen im Freiland

Die Gesamt-Biomasse der Klone wird in der Abbildung 14 vorgestellt. 1996 war das
Jahr mit den geringsten Biomasseertragen. Tendenziell ist eine Abnahme der Biomasse
im Laufe des einzelnes Jahres zu verzeichnen. Zusatzlich gab es in der zweiten Exposi-
tion der Jahre 1997 und 1999 eine signifikante Abnahme der Biomasse des S-Klones im
Vergleich zum R-Klon. Unterschiede zwischen den Jahren waren nur bei der zweiten
Exposition vorhanden. Sowohl der resistente als auch der sensitive Klon hatten im Jahr
1996 eine signifikant verminderte Biomasseproduktion im Vergleich zu den Ubrigen
Jahren. Fir eine differenzierte Betrachtung wurde die Gesamt-Biomasse aufgeschliisselt
nach Bliten, Blatter, Stengel und Stolonen.
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Abb. 14: Gesamtbiomasse

(Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Klee-Klonen innerhalb einer Exposition
wurden mit einem Stern gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede in den einzelnen Jahren
zwischen den einzelnen Ernten wurden fur den R-Klon mit einem Buchstaben und fur den S-
Klon mit einer Ziffer versehen. Mindestens ein gemeinsamer Buchstabe oder Ziffer zeigt,
dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen gibt)

37



ERGEBNISSE

140 140
0 R 11 03 R
204 @ s 1204 B8 s b,k I
3100* 1996 I lOOi 1997 I
_§ 80 801 I
2 | 2,5
— 60 60 *
g |
£ 401 a1 40
20 5,6 ﬁ ﬁ m ﬁ 20 b,k25 ﬂ
a %
1oax ‘ L&
1 4 1

2 3 2 3 4
140 140
0 R C,k 11 O R
1201 5 s I 120 8 s dalk
- |
%/100* 1998 lOOi 1999
5 onl 3,5 i
= 80 > 801 .5
T 60 60| x
c
> |
40 40
201 c¢,k5,6 20+ 4.6
aE L S-
0 A= ; ‘ 0 == :
1 2 3 4 1 2 3 4
Ernte Ernte

Abb. 15: Anzahl der Bliten

(Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Klee-Klonen innerhalb einer Exposition wur-
den mit einem Stern gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede in den einzelnen Jahren zwi-
schen den einzelnen Ernten wurden fiir den R-Klon mit einem Buchstaben und fir den S-Klon
mit einer Ziffer versehen. Mindestens ein gemeinsamer Buchstabe oder Ziffer zeigt, dass es
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen gibt)

In den Abbildungen 15 und 16 wird die Anzahl und die Biomasse der gebildeten Bliten
pro Klon und Ernte fir alle vier Jahre dargestellt. Fur diese Parameter gibt es eindeutige
Unterschiede. Die Pflanzen wiesen im Jahr 1996 insgesamt die geringste Anzahl Bluten
im Vergleich zu den folgenden Jahren auf. Die Anzahl der Bliten des sensitiven Klones
war bei fast allen Ernten kleiner als die des resistenten Klones. Bereits bei der ersten
Ernte in den Jahren 1997-1999 unterschied sich der sensitive Klon signifikant von dem
resistenten. Diese verminderte Blitenbildung wurde auch bei den folgenden Expositio-
nen gefunden. Eine signifikant verminderte Blitenbildung zeigte sich aber nur bei der
zweiten Ernte, bei der dritten und vierten Ernte kdnnen nur Tendenzen abgelesen wer-
den.

Es gab allerdings auch zwischen den Jahren Unterschiede zwischen den verschiedenen
Expositionen. Im Jahr 1996 wies der R-Klon (in der ersten Exposition) keine Bluten
auf, was ihn von den anderen Jahren signifikant unterscheidet Auch im Jahr 1999 unter-
schied sich der R-Klon zu allen anderen Jahren der gleichen Exposition. Im Jahr 1996
bei der zweiten Exposition erwies der resistente Klon die signifikant niedrigste Anzahl
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der Bllten im Vergleich zu den nachfolgenden Jahren. Das gleiche gilt fur den selben
Zeitraum auch fir den sensitiven Klon.

Wie zu erwarten, war auch die Biomasse der Bliten des sensitiven Klones signifikant
geringer als die des resistenten, was sehr deutlich bei der ersten und zweiten Ernte der
Jahre 1997 bis 1999 zu sehen war. Im Jahr 1999 erreichte der resistente Klon bei der
zweiten Exposition den signifikant hochsten Wert im Gegensatz zu dem sensitiven
Klon, der in der gleichen Expositionsperiode den geringsten Wert aufwies.

Im Jahr 1996 erwies der resistente Klon bei der zweiten Exposition den signifikant ge-
ringsten Wert im Vergleich zu den anderen Jahren. Zusétzlich war die Biomasse der
Bliten des resistenten Klones bei der gleichen Exposition im Jahr 1998 signifikant ge-
ringer als die des Jahres 1999. Der sensitive Klon zeigte bei der zweiten Exposition si-
gnifikante Unterschiede nur zwischen den Jahren 1996 und 1999.
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Abb. 16: Biomasse der Bliten

(Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Klee-Klonen innerhalb einer Exposition
wurden mit einem Stern gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede in den einzelnen Jahren
zwischen den einzelnen Ernten wurden fur den R-Klon mit einem Buchstaben und fir den S-
Klon mit einer Ziffer versehen. Mindestens ein gemeinsamer Buchstabe oder Ziffer zeigt,
dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen gibt).

39



ERGEBNISSE

800 800

600-| b.k

[=2)
o
i

400- 400

Anzahl Blatter (n)

200+ 200

_H
=
QD
e
jab)
E— T
R
—

800 = . 800 =
R 1{ I R
35,6 d,k
@ s c,kf * T /= s 45 4,6
6001 1 600-| I d
i,ﬁoo 1098 1 1999 f II
[
2400— 4001
¢l
S
<
200 ﬂﬂ 200
0 T T T T 0 ﬂﬁ - - -
1 2 3 4 1 2 3 4
Ernte Ernte

Abb. 17: Anzahl griner Blatter

(Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Klee-Klonen innerhalb einer Exposition wur-
den mit einem Stern gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede in den einzelnen Jahren zwi-
schen den einzelnen Ernten wurden fiir den R-Klon mit einem Buchstaben und fiir den S-Klon
mit einer Ziffer versehen. Mindestens ein gemeinsamer Buchstabe oder Ziffer zeigt, dass es
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen gibt)

Im Jahr 1996 war die Anzahl der Blatter am geringsten (Abb. 17). Die Unterschiede
wurden ab der zweiten Ernte deutlich: Sie sind signifikant im Vergleich zu den folgen-
den Jahren bei beiden Klonen. Bei dieser Exposition zeigte der S-Klon einen signifi-
kanten Unterschied zwischen den Jahren 1998 und 1999. Zwischen den Klonen waren
signifikante Unterschiede zu erkennen. Bei der jeweils dritten Exposition waren zwei
signifikante Unterschiede zwischen den zwei Klee-Klonen zu sehen. Zuerst im Jahr
1996 und ein zweites Mal im Jahr 1998. 1996 war eine Zunahme und 1998 eine Ab-
nahme der Blatteranzahl des sensitiven Klones erkennbar. Eine Abnahme der Blatteran-
zahl des sensitiven Klones wurde auch bei der zweiten Exposition im Jahr 1999 beob-
achtet. Im Jahresvergleich zeigte der R-Klon einen signifikanten Unterschied zwischen
1996 und 1999. Die Ergebnisse dieser beiden Jahre sind signifikant unterschiedlich zu
den anderen Jahren und auch im Vergleich untereinander. Bei der vierten Ernte waren
fast alle Werte gleich. Es waren keine eindeutigen Unterschiede zwischen den beiden
Klonen sichtbar.
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Insgesamt gesehen gab es nur in zwei Jahren (im Jahr 1998 in der dritten Exposition
und im Jahr 1999 in der zweiten Exposition) eine signifikante Abnahme der Blatteran-
zahl bei jeweils einer Exposition, so dass man nur von Tendenzen sprechen kann.

Das Vorgehen der Aufschliisselung der Biomasse im Jahr 1996 unterschied sich im
Vergleich zu den anderen Jahren. Im Jahr 1996 wurden die einzelnen Bléatter nicht von
den Stielen getrennt, so dass ein direkter Vergleich zwischen den Klonen und den Jah-
ren nicht moglich ist. In der Abbildung 18a werden deshalb nur die Jahre 1997-1999
dargestellt.
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Abb. 18a: Biomasse griiner Blatter

(Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Klee-Klonen innerhalb einer Exposition
wurden mit einem Stern gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede in den einzelnen Jahren
zwischen den einzelnen Ernten wurden fiir den R-Klon mit einem Buchstaben und fiir den S-
Klon mit einer Ziffer versehen. Mindestens ein gemeinsamer Buchstabe oder Ziffer zeigt,
dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen gibt)

Bis zur zweiten Ernte waren zwischen den Klonen und den Jahren keine Unterschiede
zu verzeichnen. Der S-Klon zeigte die Tendenz zu einer hoheren Blattbiomasse. Bei der
dritten Ernte sowohl im Jahr 1997 als auch im Jahr 1998, war eine Zunahme der Blatt-
biomasse des sensitiven Klones zu bemerken. Diese Zunahme ist bei beiden Féllen sig-
nifikant unterschiedlich zu der des resistenten Klons. Zusatzlich hatte der sensitive Klon
im Jahr 1997 bei der dritten Ernte den signifikant hoheren Ertrag, als in den vorange-
gangenen Jahren. Der resistente Klon hatte den signifikant niedrigsten Wert im Jahr
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1999. Fir die vierte Ernte ist zu bemerken, dass im Vergleich der drei Jahre dies die
Exposition mit den geringsten Ertragen, im Vergleich zu der zweiten und dritten Ernte,
war. Um auch die Daten des Jahres 1996 zu berticksichtigen, wurden die Blatter und
Stiele der jeweiligen Exposition zusammengefligt und in der Abbildung 18b aufgefihrt.
Es wurde deutlich, dass das Jahr 1996 die geringsten Blattertrage aufwies.
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Abb. 18b: Biomasse griiner Blatter

(Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Klee-Klonen innerhalb einer Exposition
wurden mit einem Stern gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede in den einzelnen Jahren
zwischen den einzelnen Ernten wurden fur den R-Klon mit einem Buchstaben und fur den S-
Klon mit einer Ziffer versehen. Mindestens ein gemeinsamer Buchstabe oder Ziffer zeigt,
dass es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen gibt)

Bei der zweiten Ernte des Jahres 1996 unterschieden sich die Blattertrdge sowohl des
resistenten als auch des sensitiven Klones signifikant zu den Ertrdgen der anderen drei
Jahre. Es gab 1996 eine signifikante Zunahme und 1997 eine Abnahme im Vergleich
der beiden behandelten Klone. Bei der dritten Ernte zeigte sich in den Jahren 1997 und
1999 eine signifikante Zunahme der Blattbiomasse des S-Klons im Gegensatz zu dem
R-Klon. Im Jahr 1997 hat der Blattertrag des S-Klons den signifikant hochsten Wert im
Vergleich zu allen anderen Jahren. Der R-Klon erreichte auch bei dieser Ernte den
hdchsten Wert, der sich signifikant von den Werten der Jahre 1996 und 1999 unter-
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scheidet. Bei der vierten Exposition im Jahr 1999 erreichten beide Kleeklone die gering-
sten Werte, aber insgesamt waren fast keine Unterschiede zu verzeichnen.

Fur die Biomasse der Stolone und Stiele (siehe Anhang 2) zeigten sich keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Behandlungen. Es war eine tendenzielle Abnahme
der Biomasse im Laufe eines Jahres erkennbar, beide Klone erreichten jedoch fast die
gleichen Ertrage bei den Ernten.

Zusammenfassend l&sst sich festhalten, dass sich der sensitive und der resistente Klon
nur in der Blutenbildung signifikant unterschieden.

3.2.2 Ertragserhebungen in den open-top-Kammern

In den folgenden Abbildungen werden die Erntergebnisse der Kammerversuche von

zwei Jahren vorgestellt. Die Kleeklone, die sich in den Kontrollkammern befinden,
werden als S-NF oder R-NF (NF= non filtered) bezeichnet.
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Abb. 19: Gesamtbiomasse

(R-NF und S-NF: Kleeklonen in den Kontrollkammern; R-O; und S-O;: Kleeklonen in den
Behandlungskammern)

Hinsichtlich der Gesamt-Biomasse (Abb. 19) sind in den Jahren 1997 und 1998 anna-
hernd die gleichen Ertrdge erreicht worden. Im Jahr 1998 zeigte der R-NF Klon nur
vereinzelt bei der zweiten Exposition einen héheren Ertrag. Im gleichen Zeitraum wies
der behandelte sensitive Klon einen hoheren Wert auf als der S-NF. In den ndchsten
Expositionen waren keine bedeutenden Unterschiede zwischen den Behandlungen zu
sehen. Die ozonbehandelten Varianten zeigten tendentielle Minderungen des Ertrages
(nicht bei allen Expositionen), aber es konnten keine signifikante Unterschiede festge-
stellt werden.
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Abb. 20: Anzahl und Biomasse der Bliiten

(Signifikante Unterschiede zwischen den beiden Klee-Klonen innerhalb einer Exposition wur-
den mit einem Stern gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede in den einzelnen Jahren zwi-
schen den einzelnen Ernten wurden fiir den R-Klon mit einem Buchstaben und fir den S-Klon
mit einer Ziffer versehen. Mindestens ein gemeinsamer Buchstabe oder Ziffer zeigt, dass es
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen gibt. R-NF und S-NF: Kleeklo-
nen in den Kontrollkammern; R-O3 und S-Oj: Kleeklonen in den Behandlungskammern)

Wie auch schon bei den Ergebnissen der Freiland-Versuche konnen fiir die Anzahl von
Bliten (Abb. 20) eindeutigere Ergebnisse beschrieben werden,. Bei diesem Parameter
wurden signifikante Unterschiede festgestellt. Diese fanden sich jedoch sowohl im Jahr
1997 als auch 1998 nur bei der ersten Ernte. 1997 hatte der sensitive, ozonbehandelte
Klon einen signifikant hdheren Wert als der resistente ozonbehandelte. Im Jahr 1998
wies die Kontrolle des resistenten Klones einen signifikant hoheren Wert auf, im Ver-
gleich zur Kontrolle des sensitiven Klones. Zuséatzlich zeigte der R-NF Klon signifi-
kante Unterschiede zwischen den Jahren 1997 und 1998. Die Tendenz, dass der sensi-
tive Klon unabhéangig davon, ob er unter Ozoneinwirkung ist oder nicht, eine deutlich
geringere Anzahl von Bllten im Vergleich zu dem resistenten aufweist, wurde beson-
ders im Jahr 1997 deutlich. Zusétzlich zeigte sich, dass der mit Ozon behandelte sensi-
tive Klone bei fast jeder Ernte den niedrigsten Wert hinsichtlich Blutenanzahl aufwies.
Fur das Trockengewicht der Bliten zeigten sich die gleichen Tendenzen.
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Bei der Anzahl der Bléatter (Abb. 21) sind keine eindeutigen Unterschiede zu erkennen.
Man sah vereinzelt, dass die Anzahl der Blatter bei den behandelten Pflanzen gering-
fligig kleiner war, als die bei den in AulRenluftkonzentration kultivierten Pflanzen. Das
warbesonders deutlich bei der dritten und vierten Ernte des Jahres 1997 zu erkennen. In
der dritten und vierten Exposition des Jahres 1998 wurde deutlich, dass die Anzahl der
Blatter der Kontrolle des sensitiven Klones auch beim behandelten resistenten Klon
kleiner war. Beim Trockengewicht der Blatter waren kaum Unterschiede zu erkennen.
In einigen Fallen wiesen die behandelten Varianten ein héheres Trockengewicht auf als
die Kontrollen. Ebenso ist das gegenteilige Ergebnis zu verzeichnen.
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Abb. 21: Anzahl und Biomasse gruner Blatter

(R-NF und S-NF: Kleeklonen in den Kontrollkammern; R-O; und S-Os: Kleeklonen in den
Behandlungskammern).

Es sind keine eindeutigen Aussagen fir die Biomasse der Stiele und Stolone mdéglich
(siehe Anhang 2). In einigen Féllen erreichten die behandelten Varianten ein hoheres
Trockengewicht als die Kontrollen, zu anderen Zeitpunkten wiesen die Kontrollen die
hochste Biomasse auf.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass nur vereinzelt signifikante Unterschiede
zwischen den Behandlungen festzustellen waren.
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3.3 Abhéangigkeit des Biomasseverhalnisses der beiden Klone von der
Ozonbelastung im Freiland

Das NC-S/NC-R-Verhaltnis der produzierten Biomasse beider Kleeklone diente zur
Abschatzung des Einflusses von Ozon auf die Biomasseproduktion. Ein Verhéltnis von
NC-S zu NC-R kleiner 1 wird als Biomasseverminderung durch Ozoneinwirkung inter-
pretiert (HEAGLE et al., 1994, 1995, 1996). Abbildung 22 zeigt die NC-S/NC-R-Ver-
haltnisse fir die Jahre 1996-1999 aufgetragen gegen die zugehdrigen AOT40-Werte der
entsprechenden Expositionszeitrdume. Entsprechend dem ICP-Protokoll (UNECE,
2001) wurde nur die zweite bis vierte Ernte bertcksichtigt. Alle Ozonkonzentrationen
und klimatischen Parameter wie Temperatur, relative Feuchtigkeit und Strahlung sind
der Tabellen 3 und 4 (siehe 3.1) zu entnehmen. Erwartet wurde: umso héher der
AOT40-Wert, desto kleiner das S/R Biomasse Verhéltnis. Diese Erwartung bestétigte
sich allerdings nur in den Jahren 1998 und 1999. Die ersten beiden Jahre zeigten eine
gegenteilige (aufsteigende) Tendenz des S/R-Biomasse Verhéltnis, d.h. es ist kein ein-
deutiger Zusammenhang zwischen S/R-Biomasseverhéltnis und dem O3-Expositionsin-
dex erkennbar.

1.0
] ® @ 19%
1.6- ® m- -y 1997
] A—7. 1998
2 14 —7) 1999
?5 il
e
5 1.2
>
>
;) 1.0*.
0.8~
0.6 ‘ \ ‘ \ ‘ \ ‘ ‘
0 1000 2000 3000 4000

AOT40 (ppb * h)

Abb. 22: NC-Sensitive / NC-Resistant Biomasseverhéltnis in Abhéngigkeit vom
AOTA40-Index fiir die Jahre 1996 bis 1999

Anders sah es in den Kammern-Expositionen aus. In Abbildung 23 wird das S/R-Bio-
masseverhaltnis der Kleeklonen exemplarisch nur fir das Jahr 1998 dargestellt. Es wird
deutlich, dass - obwohl die Ozonkonzentrationen im Freiland und in den NF-Kammern
die gleichen waren - die Pflanzen recht unterschiedlich reagierten: Im Jahr 1998 gab es
unter Freilandbedingungen eine absteigende Tendenz des S/R-Verhaltnisses, was sich
aber nicht flr die Kontrollkammern bestatigte. Zusatzlich sieht man, dass bei den Os-
kammern - wie erwartet - eine Verminderung des S/R-Biomasseverhéltnisses stattfand.
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Abb. 23: Vergleich der NC-Sensitive / NC-Resistant Biomasseverhaltnisse in Abhangig-
keit vom AOT40-Index flr das Jahr 1998 unter verschiedenen Expositions-
bedingungen
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Abb. 24: NC-Sensitive / NC-Resistant Verhéltnis der Blitenstandbiomasse in Abhangig-

keit vom AOT40-Index fir die Jahre 1996 bis 1999

Anders als alle anderen Pflanzenfraktionen sieht es bei der Anzahl der Bluten und deren
Biomasse aus. Bei fast allen Expositionen in allen vier Jahren wies der resistente Klon
eine hohere Anzahl von Bluten bzw. Blutenstandbiomasse auf. Der sensitive Klon
zeigte eine 30 % bis 58,5 % Reduzierung der Anzahl der Bluten. Allerdings korrelierte
diese Reduzierung nicht mit der herrschenden Ozonkonzentration, wie in Abbildung 24
zu sehen ist: Es gab sowohl aufsteigende als auch absteigende Tendenzen, wie es auch
bei der Gesamtbiomasse der Fall war (vgl. Abb. 22).
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Diese gegenldaufige Befunde sind darauf zurlickzufiihren, dass der resistente Klon unter
den vorherrschenden Witterungsbedingungen nicht optimal wuchs. Er ist Kéalte und
Né&sse empfindlich.

3.4 Ableitung einer Fluss-Wirkung-Beziehung fur das Auftreten erster

sichtbarer Schadsymptome

Aufgrund der unglinstigen Wuchsbedingungen im Untersuchungszeitraum musste fur
den resistenten Klon auf eine Ableitung einer Fluss-Ertrag-Beziehung verzichtet wer-
den. Nachstehend werden deshalb Untersuchungen beschrieben, die mit dem Ziel
durchgefihrt wurden, das erste Auftreten sichtbarer Schadigungen am Os-sensitiven
Kleeklon mit den absorbierten Schadstoffmengen zu korrelieren. Da die Os-Aufnahme
Uber die Stomata nicht direkt gemessen werden kann, muss sie mittels eines mikrome-
teorologischen Modells abgeschatzt werden.

3.4.1 Modellparametrisierung

Fur die Parametrisierung des modifizierten big-leaf Modells PLATIN (PLant-AT-
mosphere INteraction; GRUNHAGE & HAENEL, 1997) ist neben der Kenntnis des Zeit-
punktes des Auftretens der ersten sichtbaren Schadsymptome am sensitiven Klon auch
die Kenntnis

e der Entwicklung des Blattflachenindexes (LAI) des sensitiven Kleeklones,
e der Entwicklung der Hohe des Kleebestandes (cm) und
e der Albedo der KleegefaRe und des verwendeten Substrates ("nackter" Boden)

erforderlich. Fur die Modellparametrisierung ist zudem die Bestimmung der maximalen
stomataren Leitfahigkeit (gmax) (M/s) sowie die Kenntnis des stomatdren Verhaltens des
sensitiven Klones in Abhangigkeit von der Strahlung, der Temperatur und des Wasser-
dampfséattigungsdefizits der Atmosphére erforderlich. Da die Modellvalidierung fur den
sensitiven Kleeklon uber den Vergleich der gemessenen mit der simulierten Eva-
potranspirationsrate (siehe 3.4.1.6) erfolgt, ist auch die Erfassung des H,O-Verbrauchs
(ml) des sensitiven Kleeklones Uber einen bestimmten Zeitraum notwendig.
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3.4.1.1 Entwicklung des Leaf Area Index

In Abb. 25 wird beispielhaft die LAI-Entwicklung (Leaf Area Index) fiir die dritte Ex-
positionsperiode im dritten Jahr dargestellt.

05.7.-02.8.1999 (3. exp. periode)

16
1| gemessen @
]| modelliert ——

Leaf Area Index
it

R2=0,998

0 10 20 30
Tage

Abb. 25: Entwicklung des Leaf Area Index wahrend der dritten Exposition des Jahres
1999

Die Beziehung zwischen LAI und der Anzahl der Expositionstage ergibt sich aus der
folgenden Formel:

y:a(l_e/\X)K (19)
wobei:
y = LAI,
X = Tage
a, A, K = berechnete Parameter

Die Ergebnisse der anderen Expositionen finden sich im Anhang 3. Die vier Parameter,
die die LAI-Entwicklung in den Jahren 1997, 1998 und 1999 beschreiben, sind in Ta-
belle 5 zusammengefasst. Das sehr hohe R? zeigt, dass die Gleichung die gemessenen
Daten gut beschreibt.

Allgemein unterschied sich der LAI der Pflanzen der ersten Exposition von denen der
Expositionen 2, 3 und 4. Die letzteren Expositionen wiesen jeweils sehr ahnliche LAI-
Werte in gleichen Zeitabstdnden und damit einen sehr ahnlichen Verlauf der LAI-Ent-
wicklung auf. In der Abbildung 26 wird gezeigt, dass es fir die Jahre 1997, 1998 und
1999 mdaglich ist, den LAI-Verlauf der Expositionen 2 bis 4 zusammenzufassen, mit
einem jeweils guten Ergebnis. Beim Vergleich der Abbildungen im Anhang 3 fallt auf,
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dass die erste Exposition in den Abbildungen 80 und 81 "flacher” verlauft. Die Pflanzen
der jeweils ersten Exposition jedes Jahres haben bei Versuchsbeginn nur wenige Blétter,
nehmen dann aber an Masse und Blattdeckung zu. Aus diesem Grund wurden, gemaR
UN-ECE-Protokoll, fir die Berechnung der LAI-Entwicklung die Werte der jeweils
ersten Expositionen nicht beriicksichtigt.

Tabelle 5: Koeffizienten zur Beschreibung der LAI-Entwicklung

leaf area index
Expositionszeitraum . - " R?
1997
25.06. - 21.07.(2) 821,819 -0,00524 2,252 0,987
21.07.-18.08.(3) 783,149 -0,00248 1,516 0,971
18.08. - 15.09.(4) 43,036 -0,00252 0,722 0,919
1998
15.06. - 13.07.(2) | 1593,610 | -0,00339 | 1,919 0,998
13.07.-10.08.(3) | 2577,070 | -0,00447 | 2,429 0,998
10.08. - 07.09.(4) 184,453 | -0,01021 | 1,987 0,999
1999
07.06. — 05.07.(2) 467,347 -0,00781 2,167 0,995
05.07. - 02.08.(3) 19,391 -0,08138 4,154 0,998
02.08. - 30.08.(4) 205,873 | -0,00533 | 1,524 0,986

In der Abbildung 27 werden die Werte aller Expositionen der drei Jahre zusammenge-
fasst. Wie ersichtlich wird (R? = 0,908), ist es mdglich mit Hilfe dieser Beziehungen, zu
jedem Zeitpunkt einer Exposition den aktuellen LAI-Wert zu ermitteln. Dieser ist fir
die Berechnung der Evapotranspiration und der PAD im Modell notwendig. Im Modell
wurde fiir jede einzelne Exposition mit der dazugehérigen Beziehung gerechnet.
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Abb. 26: Entwicklung des Leaf Area Index der letzten drei (2-4) Expositionen der Jahre

1997, 1998 und 1999
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Abb. 27: Gemeinsame Entwicklung des Leaf Area Index der Expositionen 2-4 von drei
Jahren (1997-1999)

3.4.1.2 Entwicklung der Bestandeshdhe

Die Entwicklung der Hohe des Kleebestandes bei allen Expositionen von 1997 bis 1999
wird in Abbildung 28 dargestelt.

Die zeitabhéngige Entwicklung der Bestandeshohe wird durch Gleichung 20 beschrie-
ben:

y = Yo t & (0)

wobei: y = Hbhe
Yo = Hohe am Tag des Expositionsbeginns
X = Tage seit Expositionsbeginn

In Abbildung 29 wurden die Expositionen 2, 3 und 4 von allen drei Jahren zusammen-
gefasst und in einem gemeinsamen Modell dargestellt.

3.4.1.3 Albedo

Die Albedo wurde an 6 verschiedenen Tagen bestimmt (Tabelle 6). Jeder aufgefiihrter
Wert ist das Mittel von sechs Einzelwerten. Fur die Modellierungen wurde fir den S-
Klon eine Albedo von 0,324 und flr das Substrat 0,19 verwendet.
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Abb. 28: Entwicklung der Hohe des Kleebestandes bei allen Expositionen von 1997 bis
1999
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Abb. 29: Mittlere Entwicklung der Hohe des Kleebestandes fur alle Expositionen und
Jahre (1997 bis 1999)

Tabelle 6: Albedomittelwerte fir den S-Klon und das Kultursubstrat

S-Klon Unbewachsener
Boden

0,29 0,19

0,322 0,19

0,317 0,22

0,373 0,21

0,34 0,18

0,309 0,17
Mittelwert=0,324 | Mittelwert=0,19

3.4.1.4 Stomataverhalten

Die Porometermessungen fanden im Jahr 1997 am Blatt Nr. 3, 4 und 5 und im Jahr
1998 am Blatt Nr. 3 (das jungste vollentwickelte Blatt) statt. Mit den Porometerdaten
wurde eine boundary-line analysis durchgefiihrt. Hierbei nimmt man an, dass die groRe-
ren Werte, die einzigen Werte sind, die keine Limitation von anderen Faktoren aufwei-
sen. Alle anderen Daten, die sich unterhalb dieser definierten Linie befinden, werden
von verschiedenen Faktoren wie z.B. Strahlung, Temperatur und Luftfeuchtigkeit limi-
tiert. Es ist sehr wichtig, die "richtige” gmax zu wahlen, denn alle Daten werden durch
diesen Wert dividiert. Um den richtigen gmax zu ermitteln, muss man bei einem niedri-
gen Wasserdampfsattigungsdefizit der Atmosphéare (VPD; vapour pressure deficit)
messen. Neben einer hohen Luftfeuchtigkeit muss gleichzeitig eine hohe Einstrahlung
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gegeben sein. Diese Konstellation ist im Freiland selten anzutreffen. Wenn man das
Blatt in der Kammer einspannt, wird es, auch wenn die relative Feuchtigkeit hoch ist,
bei einer hohen Einstrahlung schnell trocken, weil man die Feuchte nur bedingt konstant
halten kann. So gibt es eine Reihe von Ausreifiern in der Graphik der Abhéngigkeit der
Leitfahigkeit von der Strahlung (Abb. 30), was das Ergebnis fluktuierender Bedingun-
gen sein kann: Wenn einmal die Sonne scheint und dann eine Wolke kommt, kdnnen
die Stomata nicht so schnell reagieren und man bekommt als Ergebnis, dass auch bei
niedriger Einstrahlung die Stomata ganz weit offen sind, was nicht zutrifft. Diese Daten
wurden nicht beriicksichtigt. Beim Klee konnte zudem nicht immer das gleiche Blattal-
ter erfasst werden; jungere Bléatter reagieren viel spéter auf ein ansteigendes VPD als
altere. Es wurde somit beschlossen, den hdochsten gemessenen stomataren Leitwert als
Omax ZU definieren; auf eventuelle Unsicherheiten beziglich dieser Wahl wird eingegan-
gen.

Im PLATIN wird die Abhingigkeit der Offnungsweite der Stomata von der Strahlung,
der Lufttemperatur und dem VPD mittels der sogenannten Jarvis-Stewart-Funktionen
beschrieben (JARVIS, 1976; STEWART, 1988).

L -1 () 1,00@,) f,PD(,) ()

stom,H ,0 Rstom,HZO,min

R

wobei R siom, H20, min den minimalen stomatéren Bestandeswiderstand flr Wasserdampf
eines vollentwickelten Bestandes (ohne seneszente Blatter) unter optimalen Bedingun-
gen fir maximale Transpiration, beschreibt. Die Funktionen fi(Sy), f2(T), f3(VPD) be-
schreiben die Effekte der Strahlung, Temperatur, VPD auf die stomatire Offnungsweite
(OS fi Sl).

Fur die Jarvis-Faktoren kénnen alternative Funktionen im PLATIN verwandt werden. Die
folgende Beziehung beschreibt die Abhingigkeit der stomataren Offnungsweite von der
Strahlung, wie sie von DOLMAN (1993) beschrieben wurde:

S 5 + 8
TYP_F1=1: Sy = + L2 22
— fl( t) Sl St + SZ ( )
mit S aktuelle Globalstrahlung (W m)
Siund S; Koeffizienten (W m™) wobei S; die maximale Globalstrahlung

Die Abhangigkeit von der Temperatur wird mit der Funktion von Hicks et al. (1987)
beschrieben:
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I53-T,
-1, T,-T -7
T, - T, T, - T,

TYP_F2=1: f,(T) = (23)

mit T aktuelle Temperatur (°C)
T, Minimal-Temperatur (°C)
T, Optimum-Temperatur (°C)
Ts Maximal-Temperatur (°C)

Fur den Wasserhaushalt der Pflanzen ist vor allem das VPD der Luft von grof3er Be-
deutung, da es direkt die Evaporation und die Transpiration beeinflusst. Die Abhéngig-
keit der stomataren Offnungsweite von dem VPD wird mit Hilfe folgender Formel be-
schrieben:

I'PD - T

TYP_F3=3: f,(’PD) = AT #) (24)
mit
f3(VPD) = 1 fir VPD <V,
f3(VPD) = V3 fir f5(VPD) < V3
und

VPD aktuelles Wasserdampfséattigungsdefizit der Atmosphare (hPa)

Vi Maximalwert fur VPD (hPa)

Vs Schwellenwert fiir VPD (hPa)

V3 Schwellenwert fir die Kontrollfunktion (F3 = V3)
#) Die Funktion beriicksichtigt, dass der Einfluss des VPD auf das Offnungsver-
halten der Stomata erst ab einem bestimmten Schwellenwert V, wirksam wird.

Folgende Koeffizienten der Kontrollfunktionen des Jarvis-Stewart-Modells wurden im
PLATIN fiir den Klee eingesetzt: Fiir die Strahlung wurde als S; 1000 (W m™) und als S,
120 (W m™) eingesetzt. Fiir die Temperatur wurde als T; (Minimal-Temperatur) 5 (°C),
als T, (Optimum-Temperatur) 25 (°C) und als T3 (Maximal-Temperatur) 40 (°C) einge-
setzt. Fur das VPD wurde als Vi (Maximalwert fir VPD) 45 (hPa), fir V, (Schwellen-
wert fir VPD) 10 (hPa) und fur V3 (Schwellenwert fur die Kontrollfunktion (F3 = V3))
0,2 eingesetzt.

In Abbildungen 30-32 ist die Abhé&ngigkeit der stomatéren Leitfahigkeit von Strahlung,
Lufttemperatur und Wasserdampfsattigungsdefizit der Atmosphére dargestellt. Die
schwarzen Punkte stellen die gemessenen Daten dar. Die rote Linie wird mit Hilfe der
Jarvis-Stewart-Funktionen errechnet.
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Abb. 30: Abhangigkeit der stomataren Leitfahigkeit (gsiom) Von der Strahlung
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Abb. 32: Abhéangigkeit der stomatdren Leitfahigkeit (gsom) VOm Wasserdampfsatti-
gungsdefizit der Atmosphére (vapor pressure deficit; VPD)

In Abbildung 33 sind die gemessenen Werte der Leitfahigkeit gegen die modellierten
aufgetragen. Es wird ersichtlich, dass mit Hilfe des Modells das stomatédre Verhalten der
Kleepflanzen mit einem R? von 0,464 interpretiert werden kann.
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Abb. 33: Verhaltnis der gemessenen zur modellierten stomataren Leitfahigkeit (Qstom)

Mit Hilfe der gemessenen Porometerdaten (n =261) wurde eine maximale stomatéare
Leitfahigkeit gmax von 0,01878 m/s (= 765 mmol/m2s) ermittelt, welches einem mini-
malen Blattwiderstand (Rmineaf) VON 53,2 s/m entspricht. Dieser Wert entspricht bei
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einem LAI von 6,5m#m2 einem minimalen Bestandswiderstand R som H20,min VON
8,2 s/m (Gleichung 25).

_ Rstom,leaf ,H20

Rc,stom,H 20 LAI (25)

Der minimale Bestandswiderstand fiir Ozon R, s.om, 03 Wird mit Hilfe folgender Formel
berechnet:

DZO

R cstomH20 ° X (26)
DO3

- R

c,stom,03

wobei Dyzo und Dos die molekularen Diffussivitaten (Diffussionskonstanten) fir Was-
serdampf und Ozon darstellen.

3.4.1.5 Evaporation von unbewachsenen Boden

In den folgenden Abbildungen wird die Evaporation des unbewachsenen Bodens darge-
stellt. Deutlich zu erkennen ist die gute Anpassung der gemessenen an die modellierten
Daten. In der Abbildung 34 und 35 sind alle Daten von 1997 und 1998, die die Voraus-
setzungen fir das Modell erfullten, aufgenommen. An diese Daten wurde der Bodenwi-
derstand "Rgj" angepasst und mit den Daten von 1999 validiert.

- 237 gemessen (1:1)
"E modelliert & *
3 20
T
.
= 151
=
S
g
S 10-
=
[
=)
=3 E
=
o Y =0972 X
=
R =085
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25

Evaporation gemessen (kg/m?)

Abb. 34: Gemessene und modellierte Evaporationsdaten des unbewachsenen Bodens fur
die Jahre 1997 und 1998
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Folgende Voraussetzungen mussen fir die Validierung des Modell erfullt sein:

1. Der GefaRrand muss immer an der Oberflache des Bestandes sein (1999 war der Be-
stand hoher als in den anderen Jahren, darum konnten diese Daten bei einem hohen

Umgebungs-LAI nicht verwendet werden).

2. Es muss sich um eine "trockene” Periode handeln. Die Daten der Tage, an denen es
sehr viel geregnet hat, sind nicht beriicksichtigt worden. Das GefaR hat ein Uberlauf-
loch durch das bei regnerischen Tagen eine unbekannte Menge Wasser austreten

konnte (Schwellenwert = 4,4 mm/Tag).

Man sieht, dass bei einigen Terminen die Evaporation unterschétzt oder (iberschatzt
wurde. Das hing jeweils von den Witterungsbedingungen ab, die einige Tage vor den
Messungen herrschten. Im Jahr 1997 hat es weniger geregnet und die Geféal3e liefen
nicht Uber; die modellierten Werte sind in diesem Jahr grofer. Im Jahr 1998 liefen sehr
viele Gefélle Uber; hier sind die entsprechenden modellierten Werte kleiner. Am 10.
Messpunkt der Abb. 35 (mit Pfeile gekennzeichnet) hatte es am Tag davor einen starken
Niederschlag gegeben. Das kann bedeuten, dass der Boden schon sehr nass war, und

deshalb der Wasserverbrauch geringer ausfiel als modelliert wurde. Generell konnten
die modellierten Daten relativ gut an die gemessenen angepasst werden.

15

gemessen (1:1)
modelliert

[}
®

[a—
-
|

Evaporation modelliert (kg/m?)
]

oy N

Y =0961 X
R*=10,72

Fvaporation gemessen (kg/m?)

15

Abb. 35: Gemessene und modellierte Evaporationsdaten des unbewachsenen Bodens fur

das Jahr 1999
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3.4.1.6 Evapotranspiration

In den folgenden Graphiken werden die modellierten Evapotranspirationsraten der
Pflanzen (sensitiver Klon) vorgestellt. Anhand der Porometerdaten und den daraus re-
sultierenden Jarvis-Faktoren, wird die Verdunstung der Pflanzen modelliert.

Daraus kann mit Hilfe der gemessenen und modellierten Evapotranspirationsraten unter
Berlicksichtigung des Oasen-Effektes der minimale stomatare Bestandeswiderstand
zusétzlich berechnet werden. Das Modell wurde mit den Daten von 1997 und 1998 an-
gepasst, die Jarvis-Faktoren wurden ermittelt und das Modell mit den Daten von 1999
verifiziert. Die Anpassung flhrte zu einem R¢ siomH20, min VON 7,5 S/m was in sehr guter
Ubereinstimmung mit dem aus den Porometerdaten abgeleiteten Wert (Re stom,H20,min VON
8,2 s/m) steht. Das ganze kann als eine unabhangige Validierung gesehen werden. Die
Jarvis-Faktoren, die eingesetzt wurden, sind dem Abschnitt 3.4.1.4 zu entnehmen.

Fur die Modellierung wurden nur die Evapotranspirationsdaten bis zu einem LAI von
6,5 berlcksichtigt: Oberhalb eines LAI von 6,5 ragen die Bléatter der Klee-Pflanze aus
dem Gefal. Somit ist die Flache des GefaRes viel kleiner, als die der oberirdischen Ve-
getation, was mit der Simulation eines Feldes nicht tbereinstimmt. AuRerdem fallt bei
einem vollstandigen Blatterdach der Regen nicht mehr direkt auf den Boden, sondern
von den Blattern herab. Das ganze wiirde also nicht in Ubereinstimmung mit dem big-
leaf Konzept stehen.

Die Berechnung der Evapotranspirationsdaten des "KleegefaRes" ist komplizierter als
die des unbewachsenen Bodens. Dennoch wird der Rpoden widerstand @Uf Rpoden min gesetzt
und es wird angenommen, dass keine Austrocknung der Bodenoberflache stattfindet, da
Feldkapazitat herrscht. Wichtige Funktionen sind der Rminvegetaion, di€e Jarvis-Faktoren
und das c . Das ¢4 ist ein Lichttddmpfungskoeffizient, der speziell fir jeden Vegeta-
tionstyp anzupassen ist. Bei Grasern wiirde er 0,3 betragen, da diese mehr senkrecht ste-
hen. In unserem Fall wird das c_a; konstant bei 1,8 gehalten, da der Kleebestand ein
horizontales Blatterdach bildet. Zu Beginn des Versuches, wenn der Kleebestand kurz
ist, stehen auch die Klee-Pflanzen senkrecht (wie Gras); erst spater bildet sich das Blat-
terdach. Das gleiche gilt auch flr den Ryogen. Am Anfang, wenn die Pflanzen ein erstes
Mal geerntet wurden, kann die Bodenoberflache austrocknen, spéter, wenn sich die er-
sten Blatter entwickelt haben und ein kleines Blatterdach entstanden ist, ist der Boden
sehr feucht. Dieser Zeitraum ist relativ kurz, denn nach der ersten Ernte (die ja nicht
beriicksichtigt wird) bildet sich das neue Blatterdach relativ schnell. Folgende Voraus-
setzungen midissten die Evapotranspirationsdaten erfiillen, um in die Auswertung aufge-
nommen zu werden:
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1. Alle Termine, bei denen das Wasser tibergelaufen ist, werden herausgenommen.
Daten bis zu einem Niederschlag von 4,4 mm werden berticksichtigt und als "trok-
ken™ bezeichnet (siehe unten).

3. Werte vom Kleebestand in den Geféalien tber einem LAI von 6 werden nicht beriick-
sichtigt (siehe oben).

4. Die Kleegefalie mussen wahrend der ganzen Expositionsdauer in der gleichen Hohe
sein, in der sich die Vegetation des umliegenden Feldes befindet.

Einzelne Termine, bei denen Regen gefallen ist, konnten berticksichtigt werden, wenn
gewadhrleistet wurde, dass der gemessene Niederschlag tber mehrere Tage der laufen-
den Messung stattfand, und nicht nur an einem einzelnen Tag oder sogar innerhalb we-
niger Stunden gefallen ist. Im Falle eines starken Regens, kann das Wasser bereits bei
einem LAI von 3, der ein relativ vollstdndiges Blatterdach kennzeichnet, den Boden
nicht direkt treffen und lauft iber die Blatter nach unten oder lauft aus dem Uberlauf-
loch heraus. AuBerdem muss an dieser Stelle erwahnt werden, dass in PLATIN das Was-
ser, was sich an der Oberflache der Blatter befindet, berticksichtigt wird.
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Abb. 36: Gemessene und modellierte Evapotranspirationsdaten der Klee-Gefél3e fiir das
Jahr 1997
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Abb. 37: Gemessene und modellierte Evapotranspirationsdaten der Klee-Gefél3e fiir das
Jahr 1998

In den Abbildungen 36 bis 37 wird die modellierte Evapotranspirationsrate fiir die Jahre
1997 bis 1999 gezeigt. Es wird erkennbar, dass fur alle drei Jahre die gemessenen Daten
sehr gut den modellierten angepasst werden konnten mit einem relativ guten R2. Damit
ist es moglich, das Modell zu benutzen und die absorbierte Dosis zu ermitteln.
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Abb. 38: Gemessene und modellierte Evapotranspirationsdaten der Klee-Gefél3e fiir das
Jahr 1999
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3.4.2 Berechnung der pollutant-absorbed-dose (PAD)

In den nédchsten vier Abbildungen (Abb. 39-42) wird die PAD fir alle beobachteten
Jahre vorgestellt. Um maogliche O3-Schédigungen zu erfassen, wurde jeden 3. oder 4.
Tag bonitiert; das sind n =89 in vier Expositionsjahren. Davon zeigten sich bei n =29
Bonituren Schéden bzw. zusatzliche neue Schadsymptome. Bei jeder Exposition wird
jeweils am Anfang der Tag markiert, an dem der Schaden zum ersten Mal auftritt und
danach wird nur der Tag angezeigt, wo ein zusatzlicher Schaden aufgetreten ist.

Die stomatare Aufnahme PAD(O3) wurde Uber 5 aufeinanderfolgende Tage aufsum-
miert. In diesen Zeitraum hat die Pflanze die Mdglichkeit zu reagieren. Die Feldbeo-
bachtungen zeigten, dass die Pflanzen nicht immer direkt nach einer Spritzenkonzentra-
tion reagierten, sondern teilweise erst nach einigen Tagen. Also spielt die Summe der
Ozonbelastung einiger Tage eine Rolle. In den Graphiken 39 bis 42 ist eine Linie einge-
zeichnet, die einem PAD-Wert von 300 £ 30 mg Os/m? Grundflache in 5 aufeinander-
folgenden Tagen entspricht. Unterhalb dieser Linie ist kein Schaden aufgetreten.
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Abb. 39: Simulierte PAD fur alle Expositionen des Jahres 1996

In der Abbildung 39 wird die berechnete PAD fir alle Expositionen des Jahres 1996
gezeigt - mit Ausnahme der ersten Exposition. Es wird deutlich, dass bei allen Expositi-
onen die Schadigung erst nach einiger Zeit eintritt. Uber einem bestimmten Grenzwert
der PAD Aufnahme tritt jeweils ein Schaden auf, wobei systematisch am Ende einer
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Exposition auch immer ein zusétzlicher Schaden zu verzeichnen ist. Auch bei der 4.
Exposition kdnnte man diesen zuséatzlichen Schaden erwarten, doch aufgrund fehlender
Bonitierung zu diesem Zeitraum lasst sich hierzu keine definitive Aussage machen. Es
kdnnte also sein, dass der Schaden der bei der Ernte beobachtet wurde, von diesem Spit-
zenwert hervorgerufen wurde. Das ist der Grund warum der letzte Schaden unterhalb
des Grenzwertes liegt. Auch in den né&chsten 3 Jahren tritt unterhalb dieses Grenzwertes
kein Schaden auf. Im Jahr 1996 wurde auch eine 5. Exposition durchgeftihrt. Diese war
allerdings im Oktober und zeigte, wie erwartet, keine Schéaden.

Fir das folgende Jahr zeichnet sich der gleiche Verlauf ab. Bei der Uberschreitung einer
akkumulierten O3z-Dosis von 300 mg /m?2 ist immer ein Schaden zu sehen. Bei der 3.
Exposition des Jahres 1997 hatte man Schéaden erwartet, welche aber nicht eingetreten
sind. Ebenso bei der 3. Exposition des Jahres 1998. Hier hatte man Schaden ein paar
Tagen friiher erwarten kénnen, entsprechend der letzten Exposition des gleichen Jahres.
Fur das Jahr 1999 ist auffallend, dass nicht viele Werte unterhalb des Grenzwertes lie-
gen und das hohere PAD-Werte auftreten.

Das Ozon hat nicht nur eine direkte Wirkung auf den Pflanzenorganismus, sondern auch

indirekte Wirkungen. Es werden ozoninduzierte Veranderungen der Empfindlichkeit der
Pflanzen gegenlber abiotischen, wie u.a. Frost (SKARBY et al., 1998) oder biotischen
Stressfaktoren, wie u.a. Pilze, Viren (RIEMER & WHITTAKER, 1989; MANNING & VON
TIEDEMANN, 1995) beobachtet. Das AusmaR der Schadigung ist unter dem Einfluss von
Ozon erheblich groRer.
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Abb. 40: Simulierte PAD fur alle Expositionen des Jahres 1997
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Abb. 41: Simulierte PAD fur alle Expositionen des Jahres 1998
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Abb. 42: Simulierte PAD fur alle Expositionen des Jahres 1999

In der dritten Exposition des Jahres 1997 wurden die Pflanzen von Mehltau befallen,
aber es war keine Schéadigung erkennbar. MANNING & VON TIEDEMANN (1995) zeigten,
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dass die Anfalligkeit der Pflanzen gegentiber bestimmten Pilzkrankheiten unter Ozon-
belastung zunimmt. Ob dies auch fir die Kleepflanzen zu trifft, kann an dieser Stelle
nicht mit Bestimmtheit gesagt werden, die Mdglichkeit sollte jedoch in Betracht gezo-
gen werden.

3.4.3 Gegenuberstellung von PAD- und AOT40-Werten

In Abbildung 43 wird das Verhaltnis der AOT40-Werte zu den PAD-Werte jeweils ak-
kumuliert Gber 5 Tage fur alle Zeitrdume dargestellt, in denen Schadsymptome beob-
achtet wurden.
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Abb. 43: Verhaltnis der AOT40 Werte zu den PAD Werten fiir alle Expositionsjahre

Es wird ersichtlich, dass ein enger Zusammenhang zwischen PAD und AOT40 nicht
gegeben ist. Da der AOT40-Expositionsindex mit den Konzentrationen an der oberen
Grenzflache der quasi-laminaren Schicht berechnet wurde, ist dieser Befund leicht er-
klarbar: Unter den die Oz-Aufnahme limitierenden Bedingungen, kénnen sich O3 Kon-
zentrationen an der quasi-laminaren Schicht einstellen, die toxikologisch nicht relevant
sind. Eine Zusammenstellung der einzelnen Ergebnissen findet sich in Anhang 4.
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3.5 Untersuchungen zu den Ursachen der unterschiedlichen Oz-Emp-
findlichkeit der Kleeklone

Da die stomataren Widerstande beider Klone keine nennenswerten Unterschiede auf-
wiesen (Ergebnisse werden nicht gezeigt), muss die unterschiedliche Sensitivitat im
Stoffwechsel und / oder der Blattanatomie begriindet sein.

3.5.1. Stoffwechselparameter

3.5.1.1 Gesamtblatt

Ascorbinsdure

Die Gesamtascorbatmengen (G-AsA) lagen um 2 mg/g FG. Hinsichtlich der Ascorbat-
mengen sind zwischen den Klonen keine grofien Unterschiede zu verzeichnen (Abb.
44). Im Laufe der Expositionen vermindert sich die Gesamtmenge des Ascorbats. Der
zeitliche Verlauf zeigt Schwankungen. Prinzipiell gilt, dass der mit Ozon behandelte
Klon fast immer eine hohere Ascorbatkonzentration aufweist. Gleiche Tendenzen
zeichneten sich auch bei den restlichen Expositionen ab, obwohl keine grofen Unter-
schiede auftraten.

In Abbildung 45 wird die Menge des reduzierten Ascorbats (AsA) fir alle Expositionen
der Jahre 1998 und 1999 dargestellt. Es sind zwischen den Kontrollen und den ozonbe-
handelten Pflanzen keine eindeutigen Veranderungen zu erkennen. Die Menge des re-
duzierten Ascorbats variierte von ca. 0,7 bis 1,8 mg/g FG. Man sieht, dass die AsA
Konzentrationen in Laufe der Expositionen entweder konstant blieben oder sich verrin-
gerten.

Abbildung 46 zeigt die Veranderung von oxidiertem Ascorbat (D-AsA). Sie variierte
von 0,05 bis 1,1 mg/g FG, die Klone wiesen keine eindeutigen Unterschiede auf. Aller-
dings zeigte der S-NF Klone eine grofiere Variationsbreite. Vereinzelt ist zu sehen, dass
eine Erhohung der Os-Konzentration zu einer Senkung der D-AsA- Konzentration
fuhrte.
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Abb. 44: Konzentrationsanderung des Gesamtascorbats (G-AsA) bei Gesamtblattmes-

sung fur die Jahre 1998 und 1999

(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os, S-O3;= Kleeklone unter Ozon-
einwirkung. Bild unten rechts: Mittelwert und Standartabweichung der Gesamtascorbat Kon-
zentration von 4 unter gleichen Bedingungen aufwachsenden Kleepflanzen)
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Abb. 45: Konzentrationsdnderung des reduzierten Ascorbats (AsA) bei Gesamtblatt-

messung fir die Jahre 1998 und 1999

(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os, S-O3= Kleeklone unter Ozon-
einwirkung. Bild unten rechts: Mittelwert und Standartabweichung der reduzierten Ascorbat-
konzentration von 4 unter gleichen Bedingungen aufwachsenden Kleepflanzen)
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Abb. 46: Konzentrationsdnderung des oxidierten Ascorbats (D-AsA) bei Gesamtblatt-

messung fur die Jahre 1998 und 1999

(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os, S-Oz;= Kleeklone unter Ozon-
einwirkung. Bild unten rechts: Mittelwert und Standartabweichung der oxidierten Ascorbat-
konzentration von 4 unter gleichen Bedingungen aufwachsenden Kleepflanzen)

In Abbildung 47 ist der Redox-Status beider Klone dargestellt. GroBe Anderungen im
Verhéltnis Ascorbat.q / Ascorbatyes unter Ozoneinwirkung waren nicht zu erkennen.
Unter Kontrollbedingungen lagen bei dem resistenten Klon ca. 80 % und bei dem sen-
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sitiven Klon ca. 70 % des Ascorbats in der reduzierten Form vor. Unter Ozoneinfluss,
wiesen beide Varianten einen hoheren Anteil des reduzierten Ascorbats auf.
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Abb. 47: Veranderung des Redox-Status (Ascorbateq/Ascorbatges) fur beide Klone

(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os, S-Os= Kleeklone unter Ozonein-
wirkung).

Wie bereits erwahnt ist ein Zusammenfassen aller Behandlungen wegen der unter-
schiedlichen Dynamik des Ozons und anderer Klimaparameter, die je nach Jahr und
Expositionzeitraum variieren, mit Vorsicht zu betrachten. Die Abbildung 48 soll somit
nur einen Uberblick vermitteln.
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(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os, S-O3;= Kleeklone unter Ozon-
einwirkung).

Zwischen den Behandlungen ergaben sich keine signifikanten Unterschiede. Der Gehalt
des Gesamt-Ascorbats war bei allen Behandlungen fast gleich. Ozon bewirkt keine gro-
Ren Verdnderungen. Tendenziell wies der sensitive Klone mehr reduziertes Ascorbat
auf und die Kontrollpflanzen hatten am Ende der Expositionen einen hoheren Ascorbat-
gehalt. Hinsichtlich der oxidierten Form zeigten sich noch geringere Differenzen.

Unspezifische Peroxidasen (POX)

Die POX-AKktivitédt in den Gesamtblattfraktionen ist in Abbildung 49 und 50 dargestellt.
Zu erkennen ist, dass die Startkonzentrationen bei beiden Klonen anndhernd gleich sind.
Unter Ozoneinwirkung sieht man einen Anstieg der POX-Konzentration bei dem sensi-
tiven Klon sowohl im Verlauf der Expositionen als auch im Vergleich zu den Kontroll-
pflanzen. Im weiteren zeigt sich, dass die POX-Konzentration nicht mit der herrschen-
den Ozonkonzentration korreliert.

Im Jahr 1999 erkennt man bei dem sensitiven Klon bei allen drei Expositionen einen
kontinuierlichen Anstieg der POX-Konzentration. Dieser ist bei den Ozon-behandelten
Pflanzen am groBten. Die POX-Aktivitat im resistenten Klon blieb relativ konstant. Bei
den ersten beiden Expositionen war die Ozonkonzentration in den Kammern am héchs-
ten. Bei der letzten Exposition waren die Konzentrationen geringer und die Differenz
zwischen den Kammern nicht so grof3.

Die POX Aktivitat lag fir den resistenten Klone bei 55-80 U/g FG und fir den sensiti-
ven bei 80-130 U/g FG. Unter Ozoneinwirkung war ein deutlicher Aktivitatsanstieg zu
erkennen. Dieser lag bei 45 % nach 14 Tage fur den resistenten Klon und bei 178 %
nach 14 Tage bei dem sensitiven Klon. Signifikante Unterschiede sind zwischen R-NF
und S-O3 Klon am 7.- 14.- und 21. Tag vorhanden. Zusatzlich gibt es einen signifikan-
ten Unterschied zwischen R-O3 und S-O3 am 14. Tag.
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Abb. 49: Veranderung der POX-Aktivitat bei der Gesamtblattfraktion fir die Jahre 1998
und 1999 fir alle drei Expositionen

(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os;, S-Os;= Kleeklone unter
Ozoneinwirkung. Bild unten: Mittelwert und Standartabweichung der POX Aktivitat von 4
unter gleichen Bedingungen aufwachsenden Kleepflanzen).
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Abb. 50: Mittelwert der POX-Aktivitat

(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-O3, S-O;= Kleeklone unter Ozonein-
wirkung. Die signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen wurden mit einem Buch-
staben gekennzeichnet. Mindestens ein gemeinsamer Buchstabe zeigt, dass es keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Behandlungen gibt).
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Abb. 51: Mittelwert der Gesamtblatt-Ascorbatperoxidase-Aktivitat

(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os, S-Os= Kleeklone unter Ozonein-
wirkung. Die signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen wurden mit einem Buch-
staben gekennzeichnet. Mindestens ein gemeinsamer Buchstabe zeigt, dass es keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den Behandlungen gibt).
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Bei der Darstellung der Ergebnisse fir die Ascorbatperoxidase-Aktivitat wird auf die
Darstellung der einzelnen Expositionen fir die Gesamtblattfraktion verzichtet. In der
Abbildung 51 sind alle Expositionen mit den entsprechenden Daten von beiden Jahren
zusammengefugt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass bei beiden Klonen eine Aktivitatsverminderung wéh-
rend des Alterungsprozesses stattfindet. Von zu Beginn ca. 7,5 U/g FG sank die Akti-
vitat um 47 % des Ausgangswertes fir den resistenten Klon und von ca. 13,5 U/g FG
um 63 % fiir den sensitiven. Der sensitive Klon wies sowohl unter Kontrollbedingungen
als auch unter Ozoneinwirkung eine hohere Aktivitat auf. Ozoneinwirkung fuhrte bei
beiden Klonen zu einem Anstieg der APO-Aktivitat. Signifikante Unterschiede fanden
sicham 7. Tag (S-NF zu S-O3).

3.5.1.2 Apoplastenfluid

Ascorbinsaure

In Abbildung 52 wird die Konzentration des Gesamtascorbats (G-AsA) im Apoplasten
dargestellt. Im Vergleich zur Gesamtblattanalyse zeigt der Verlauf des Gesamtascorbats
hier eindeutig, dass der Ascorbinsaurepool im Apoplasten viel empfindlicher auf Ozon
reagiert. Die Kontrollen beider Klone hatten relativ &hnliche Werte bei allen Expositio-
nen, aus der Reihe fallt nur die erste Exposition des Jahres 1999. Unter Ozoneinwirkung
zeigte der sensitive Klon kontinuierlich die héchste Konzentration an Gesamt-Ascorbat.
Die Ozondaten zeigen, dass 1998 die Differenz zwischen den Kammern ab dem 15. Tag
minimal war, was sich auch bei den Ascorbatwerten widerspiegelt. In der zweiten Ex-
positionsperiode waren die Klone den héchsten Ozonkonzentrationen ausgesetzt, was
zur Folge hatte, dass hier auch die hdchsten G-AsA Konzentrationen auftraten. Am 14.
und am 21.Tag wies der behandelte sensitive Klon eine um 87 % hohere Konzentration
auf als die Kontrolle. Obwohl der resistente Klon bei gleichen Bedingungen exponiert
wurde, zeigte er keine Unterschiede.

Bei allen Expositionen wird erkennbar, dass je hoher die Ozonkonzentration ist, desto
hoher ist auch der G-AsA Gehalt im Apoplast. Im Jahr 1999 zeigten die Kontrollwerte
am Tag 0 der ersten Exposition schon erstaunlich hohe Werte an, was mit den Expositi-
onsbedingungen der Pflanzen vor dem Versuch zu tun haben kénnte. Die Konzentratio-
nen erreichen auch hier Werte bis zu 11 pg/g FG, wie es schon bei der 2. Exposition des
letzten Jahres der Fall war.
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Abb. 52: Verénderung der apoplastischen Gesamtascorbat Konzentration (G-AsA) fur
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(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os;, S-Os;= Kleeklone unter
Ozoneinwirkung. Bild unten rechts: Mittelwert und Standartabweichung der apoplastischen
Gesamtascorbat Konzentration von 4 unter gleichen Bedingungen aufwachsenden Kleepflan-

zen)
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Abb. 53: Veranderung der apoplastischen reduzierten Ascorbatkonzentration (AsA) fur
die Jahre 1998 und 1999

(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os; S-Os;= Kleeklone unter
Ozoneinwirkung. Bild unten rechts: Mittelwert und Standartabweichung der apoplastischen
reduzierten Ascorbatkonzentration von 4 unter gleichen Bedingungen aufwachsenden Klee-
pflanzen)
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Abb. 54: Veranderung der apoplastischen oxidierten Ascorbatkonzentration (D-AsA)

fur die Jahre 1998 und 1999

(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os; S-Os;= Kleeklone unter
Ozoneinwirkung. Bild unten rechts: Mittelwert und Standartabweichung der apoplastischen
oxidierten Ascorbatkonzentration von 4 unter gleichen Bedingungen aufwachsenden Klee-
pflanzen)

Beim 7. Tag betragt auch hier die Konzentrationsdifferenz beim sensitiven Klon 77 %.
Gleichzeitig zeigt sich, dass bei 3 von 5 Expositionen der Gehalt vermindert ist, was
damit erklart werden konnte, dass die Blatter &lter wurden und abstarben. In der ersten
Exposition im Jahr 1999 konnte am 21. Tag keine Messung vorgenommen werden, weil
alle markierten Blatter schon abgestorben waren (Abb. 53). Der Verlauf des reduzierten
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Ascorbats (AsA) im Apoplasten (Abb. 53) ist im Prinzip der gleiche, wie bei der Ge-
samtkonzentration. Das untermauert die oben getroffene Aussage, dass der groBte Teil
des Gesamtascorbats in der reduzierten Form vorliegt. Bei der ersten Exposition ist zu
sehen, dass alle behandelten Pflanzen mehr reduziertes Ascorbat und die S-O3 Pflanzen
den hochsten Wert aufwiesen. Bei der zweiten Exposition ist der gleiche Verlauf zu
vermerken. Schon ab dem 7. Tag hatte der S-O3 einen héheren Wert als alle anderen
und diese Differenz ist an den letzten zwei Infiltrationstagen am héchsten. Bei der drit-
ten Exposition des gleichen Jahres sah man wieder die Tendenz, dass S-O; mehr redu-
ziertes Ascorbat aufweist. Die Unterschiede zwischen den Behandlungen und den Vari-
anten sind nicht groRB, was auf die Witterungsbedingungen zurlickzufiihren ist. Die Kon-
zentration des oxidierten Ascorbats (D-AsA) im Apoplasten (Abb. 54) unterliegt
Schwankungen. In der ersten Exposition (1998) zeigte der S-Os einen 135 %igen An-
stieg im Vergleich zu dem S-NF; R-O3 dagegen nur einen 27 %igen Anstieg im Ver-
gleich zu den R-NF. Diese Zunahme ist in keiner anderen Exposition der Fall, so dass
sie aus der Reihe fallt.
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Abb. 55: Verdnderung des apoplastischen Redox-Status fir die Jahre 1998 und 1999

(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os, S-Os= Kleeklone unter Ozonein-
wirkung)

GroRe Anderungen im Verhaltnis Ascorbatiq/Ascorbatyes im Apoplasten unter Ozon-
einwirkung waren nicht zu erkennen (Abb. 55). Der Verlauf ist in beiden Klonen &hn-
lich. Unter Kontrollbedingungen lagen bei beiden Klonen ca. 80 % des Ascorbats in der
reduzierten Form vor. Ozoneinwirkung flhrte entgegen aller Vermutungen nicht zur ei-
ner deutlichen Verminderung des reduzierten Ascorbats.

In Abbildung 56 sind nochmals alle Daten fur gesamt- (G-AsA), reduzierte- (AsA) und
oxidierte- (D-AsA) Ascorbatkonzentration zusammengefiigt. Erkennbar ist die Tendenz,
dass der S-Os kontinuierlich die hdchsten Werte aufweist.
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Abb. 56: Mittelwert der Gesamtascorbatmenge (G-AsA), der reduzierten (AsA) und

21

(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os;, S-Os;= Kleeklone unter
Ozoneinwirkung)

Tabelle 7 zeigt die Anteile von Gesamtascorbat (G-AsA) und von reduziertes (AsA)
und oxidiertes (D-AsA) Ascorbat im Apoplasten. Dabei zeigt sich, dass sich im Apopla-
sten des S-O3 Klons mehr Ascorbat als im R-O3 befindet. (R-O3; Klon bis zu 0,62 % G-
AsA, S-O3 Klon bis zu 0,89 %). Auch der Anteil von reduziertem Ascorbat ist grofier.

Tabelle 7: Prozentualer Anteil von Gesamt- (G-AsA), reduziertem (AsA) und oxidier-
tem Ascorbat (D-AsA), im dem Apoplast

Behandlung |G-AsA AsA D-AsA

von bis von bis von bis
R-NF 0,08 0,75 0,07 0,80 0,01 8,81
R-O3 0,09 0,62 0,08 0,64 0,05 3,23
S-NF 0,10 0,80 0,11 0,97 0,06 9,68
S-03 0,15 0,89 0,15 1,10 0 2,36
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Unspezifische Peroxidasen (POX)

Bei den Infiltrationsbefunden flr das Jahr 1998 kénnen eindeutige Aussagen getroffen
werden. Die Aktivitat der POX im Apoplasten (Abb. 57) des mit Ozon behandelten
sensitiven Klons nahm fast kontinuierlich zu. Im Gegensatz dazu blieb die Aktivitat im
resistenten Klon auf gleichem Niveau. Bei den behandelten Pflanzen zeigte sich, dass
bei geringeren O3 Konzentrationen die POX-Werte beeinflusst wurden. Es hat den An-
schein, dass eine Aktivierung zeitverzdgert erfolgte, wobei nicht ganzlich ausgeschlos-
sen werden kann, dass es sich hierbei auch um eine Alterungserscheinung handeln
konnte.

In der zweiten Exposition dieses Jahres herrschte die hochste O3 Konzentration, was zu
einer groRBen Aktivitat der POX gefiihrt hat. Die Aktivitat bei S-Oj3 stiegt bis zu 733 %
an. Zum gleichen Zeitpunkt waren auch die G-AsA und die AsA Konzentration im
Apoplasten sehr erhoht. Bei der letzten Exposition waren keine groRen Unterschiede zu
erkennen, was auch fur das Jahr 1999 gilt. Bei der zweiten und dritten Exposition 1999
wurde deutlich, dass der sensitive Klon mehr Aktivitat aufweist. Die Aktivitat stieg von
0,5 bis zu 3 U/g FG in der zweiten und von 1,5 bis zu 4,5 U/g FG bei der dritten Expo-
sition, was einem Anstieg von 500 % und 300 % entspricht. Auffallig ist bei der letzten
Exposition, dass die Werte aller Behandlungen hier viel héher lagen als bei den vor-
herigen Zyklen.

In der Abbildung 58 sind die Ergebnisse aller Expositionen zusammenfassend aufge-
fihrt. Es zeigte sich, dass der S-O3; die hdochste POX- Aktivitat nach Ozoneinwirkung
erreicht. Der S-O3 unterschied sich bei Tag 21 signifikant von den anderen drei Be-
handlungen. Es war eine Erhohung der POX Aktivitat fur den sensitiven Klon von
3,5 U/g FG innerhalb von 21 Tagen zu verzeichnen was einer 350 %igen Zunahme
entsprach.
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Abb. 57: Apoplastische POX Aktivitat fir das Jahr1998 und 1999

(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os;, S-Os;= Kleeklone unter
Ozoneinwirkung. Bild unten rechts: Mittelwert und Standartabweichung der apoplastischen
POX Aktivitdt von 4 unter gleichen Bedingungen aufwachsenden Kleepflanzen; Bei der
2.Exposition des Jahres 1998 bezieht sich der Wert in Klammern an der zweiten Skala)
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Abb. 58: Mittelwert der apoplastischen POX-Aktivitat fir beide Jahre

(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os;, S-Os;= Kleeklone unter
Ozoneinwirkung. Die signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen wurden mit
einem Buchstaben gekennzeichnet. Mindestens ein gemeinsamer Buchstabe zeigt, dass es
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Behandlungen gibt).

In Tabelle 8 wird ersichtlich, wieviel Prozent der POX-Aktivitat sich im Apoplasten
befindet. Es zeigen sich grol3e Variationen. Deutlich zu sehen ist, dass bei S-O3 deutlich
mehr POX-Aktivitat nachgewiesen werden konnte (bis 21 %). Im resistenten Klon sind

kaum Unterschiede zwischen Kontrolle und Ozonbehandlung zu verzeichnen.

Tabelle 8: Prozentualer Anteil der POX-Aktivitét, die sich in dem Apoplasten befindet

Behandlung POX im Apoplasten (%)
von bis

R-NF 0,27 7,46

R-O; 0,64 6,18

S-NF 0,47 5,563

S-0O3 0,55 20,89
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Ascorbatperoxidase-Aktivitat

Die apoplastische APO-Aktivitat ist bei beiden Klonen zu Beginn der Versuchsreihe bei
fast allen Expositionen auf gleichem Niveau (Abb. 59). Es sind keine eindeutigen Ver-
laufe zu verzeichnen.
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Abb. 59: Veranderung der apoplastischen APO Aktivitat fir das Jahr 1998 und 1999 fur

alle drei Expositionen

(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os;, S-Os;= Kleeklone unter
Ozoneinwirkung)
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Zeitweilig war ein Anstieg der APO-AKtivitat zu erkennen wie z. B. bei der ersten Ex-
position des Jahres 1998. Wéhrend der ersten Expositionsperiode folgten nach 5 Tagen
erhohter Ozonkonzentrationen zwei Tage mit Konzentrationen unter 50 ppb, was dazu
geflihrt haben konnte, dass am 7. Tag alle Werte annéhernd gleich waren. Vom 7. bis
14. Tag waren die Oz-Konzentrationen nicht sehr hoch, dennoch war eine Zunahme der
APO-AKktivitat bei S-O3; zu erkennen. Bei der zweiten Exposition des gleichen Jahres
hatte der resistente Klon am Anfang den hdchsten Wert. Nachdem die Klone 7 Tagen
bei einer Konzentration von 60-70 ppb exponiert wurden, wies hier R-Oz den héchsten
Wert auf. Die Ozondifferenz zwischen der Ozon- (+O3) und der Kontroll-(NF) Kammer
war groRer, als bei der ersten Exposition. Vom 7. bis 14. Tag erreichte die Ozonkon-
zentration die 100 ppb-Marke, was zur Folge hatte, dass die APO-Konzentration in den
Pflanzen erhoht waren.

Die dritte Exposition des Jahres 1998 hatte iber den ganzen Zeitraum die niedrigsten
Ozonwerte. Die APO-Konzentration war am 14. Tag bei S-NF am hochsten. Am 21.
Tag nachdem sich die Ozonkonzentration erhoht hatte, stieg die APO-Aktivitéat bei S-Os
an.
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Abb. 60: Mittelwert aller Expositionen der apoplastischen Ascorbatperoxidase Aktivitat
(R-NF, S-NF= Kleeklone unter Kontrollbedingungen; R-Os, S-Os= Kleeklone unter Ozonein-
wirkung. Bild unten rechts: Mittelwert und Standartabweichung der apoplastischen APO Akti-
vitdt von 4 unter gleichen Bedingungen aufwachsenden Kleepflanzen)

In Abb. 60 sind alle Expositionen von beiden Jahren sowie der Mittelwert der apoplasti-
schen Ascorbatperoxidase Aktivitat dargestellt. Es zeigten sich keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den Behandlungen.
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