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1 Einleitung

Die chemische Zusammensetzung der Atmosphére wird stark durch die Spurengase der
Biosphire beeinflusst. Wichtige Komponenten dieser auch als VOCs (volatile organic
compounds) bezeichneten Substanzen sind neben dem Methan die ldngerkettigen
fliichtigen organischen Verbindungen (Cs- bis C;s-Kohlenwasserstoffe). Im letzten
Jahrzehnt ist die Emission solcher ldngerkettigen organischen Verbindungen in ein
globales Interesse geriickt, da diese Kohlenwasserstoffe bei ihrem Abbau die
Konzentration der atmosphérischen OH-Radikale verringern (Thompson, 1992), welche
unter anderem zum Abbau des Treibhausgases Methan bendtigt werden. Dariiber hinaus
fiihrt der Umsatz dieser Verbindungen in stadtnahen Gebieten, in denen hohe
NOx-Konzentrationen vorliegen, zu der Bildung von Ozon (Paulson & Seinfeld, 1992)
und anderen Reizgasen im Sommersmog. Die von Pflanzen emittierten
Kohlenwasserstoffe sind deshalb so reaktiv, da sie grofitenteils ungesittigt sind. Dies
gilt besonders fiir die von vielen Pflanzen emittierten Isoprenoide. Zudem konnen diese
Substanzen als Kondensationskerne fiir die Bildung von organischen Aerosolen dienen
(Haataja et al., 1999). Fir die Chemie der Atmosphdre sind besonders die
leichtfliichtigen Verbindungen von Interesse. Fiir diese Kohlenwasserstoffe ist die
Moglichkeit eines schnellen Austausches zwischen Biosphiare und Atmosphére
gegeben. Isopren und Monoterpene tragen hier am stirksten zu den biogenen
Kohlenwasserstoff-Emissionen, die in die Atmosphére gelangen, bei (Guenther et al.,
1995). Neben diesen werden von einigen Pflanzenspezies auch hohe Raten an
Sesquiterpenen abgegeben (Winer et al., 1992; Koenig et al., 1995; Waengberg et al.,
1997). Allerdings gelangen diese Verbindungen auf Grund ihrer groflen Reaktivitét
meist nicht in hohere Luftschichten. Sie sind aber fiir die Luftchemie des Bestandes der

emittierenden Pflanzen von Interesse.

Der weltweite Beitrag der Vegetation zur Menge von fliichtigen organischen
Verbindungen in der Atmosphidre wurde erstmals in den 60er Jahren auf
175 Tg Kohlenstoff pro Jahr geschitzt (Went, 1960). Dieser Wert wurde in spéteren
Arbeiten deutlich nach oben korrigiert, und man geht mittlerweile von einer globalen
biogenen  Emission  (ohne  Beriicksichtigung von  Methan) von etwa
1150 Tg Kohlenstoff pro Jahr aus (Fehsenfeld et al., 1992). Im Vergleich dazu schétzt
man die Emission von Kohlenwasserstoffen aus anthropogenen Quellen auf Werte
zwischen 56 Tg Kohlenstoff pro Jahr (Ehhalt et al., 1986) und
98 Tg Kohlenstoff pro Jahr (Miiller, 1992). Damit {ibersteigt der Beitrag der biogenen

Emissionen den der anthropogenen um einen Faktor 10-20.
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Die Einschédtzung der globalen Quellstirke der biogenen Emissionen ist mit groBen
Unsicherheiten belegt. Dies wird an den bedeutenden Unterschieden der Abschétzungen
verschiedener Autoren mit Differenzen um bis zu 200 % deutlich (Lamb et al., 1987;
Lamb et al., 1993; Monson et al., 1994; Guenther et al., 1995; Guenther et al., 1996;
Guenther, 1999). Grund hierfiir ist die Komplexitit der verschiedenen Parameter, die
auf das Emissionsverhalten von Pflanzen Einfluss nehmen. Die auf die pflanzliche
Bildung und Emission einwirkenden Faktoren Temperatur und Lichtintensitét sind bis
heute die am besten untersuchten Parameter. Aber auch andere Faktoren wie die
Belastung der Pflanze mit Schadgasen, der Einfluss durch Frafifeinde und Pathogene,
sowie ein entwicklungsphysiologischer Einfluss wirken auf das Emissionsverhalten und
sind daher fiir die Abschdtzung der biogenen Emissionen von groBer Bedeutung
(Tingey, 1981; Yokouchi & Ambe, 1984; Sidorovich et al., 1985; Steinbrecher et al.,
1997).

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, die Abschitzungen der
Kohlenwasserstoff-Emissionen auf eine breitere Basis zu stellen. Dies sollte zum einen
durch Messungen sowohl beziiglich der Zusammensetzung als auch der saisonalen
Anderungen im Emissionsverhalten einer ausgesuchten, in der nérdlichen Hemisphiire
weitverbreiteten Pflanzenspezies der Gattung Pinus erreicht werden. Vergleichende
Untersuchungen an Vertretern der verhdltnisméBig urspriinglichen Makroalgen waren
darauf ausgerichtet, deren Beitrag zur Quellstirke biogener Emissionen zu kldren. Die
hier vorliegenden Ergebnisse konnen Modellentwicklern als Grundlage fiir die
Abbildung regionaler Emissionen dienen. Zudem wurde das Verstdndnis der biogenen
Urspriinge der Emissionen iiber erste Studien zur Biosynthese an Ginkgo biloba L.
erweitert. Bei allen Studien wurde neben der Untersuchung der Monoterpen-Emissionen
auch ein besonderer Wert auf die Detektion und die Untersuchung der Sesquiterpene
und sauerstoffhaltiger Verbindungen gelegt. Fiir diese Komponenten sind im Vergleich
zu Studien der Emission von Isopren und Monoterpenen bisher nur sehr wenige Daten
verfiigbar. Da diese Kohlenwasserstoffe aber, wie bereits erwéhnt, hoch reaktiv sind,
haben sie einen entscheidenden Einfluss sowohl auf die 6kologischen als auch auf die

luftchemischen Verhiltnisse unserer Erdatmosphére.

Die Isoprenoide bilden die groBte Gruppe der Naturstoffe. Uber 22000 verschiedene
Verbindungen dieser Stoff-Klasse wurden bisher beschrieben (Connolly & Hill, 1991).
Dabei hat sich die Zahl der fiir Isoprenoide aufgekldrten Strukturen seit den 70er Jahren
in jeder Dekade verdoppelt (Devon & Scott, 1972; Glasby, 1982). Gemeinsam ist allen
diesen Verbindungen, dass sie jeweils ein Vielfaches einer Cs- Grundstruktur darstellen
(Tab. 1), also die Anzahl der Kohlenstoffatome in einer isoprenoiden Verbindung

entsprechend der sogenannten Ruzicka-Regel immer durch fiinf teilbar ist (Ruzicka,
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1953). Ausnahmen von dieser Regel, wie sie zum Beispiel bei Homoterpenen auftreten,
bei denen das C-Geriist um vier Kohlenstoffe verkiirzt ist, entstehen durch eine
sekunddre Modifikation der zuvor als Isoprenoid hoherer Ordnung (hier ein C;s-Korper)
synthetisierten Verbindung. Die Funktion der verschiedenen Isoprenoide, welche in
Pflanzen gefunden werden, ist vielfdltig (Tab. 1). Wie auch andere Naturstoffe werden
die Isoprenoide je nach ihrer Funktion als Primér- bzw. als Sekundirstoffe
charakterisiert. Zu den Priméirstoffen werden die Sterole, Carotinoide, Hormone
(Gibberelline,  Abscisinsdure und  Wachstumsregulatoren) und  polyprenole
Substituenten von Dolicholen, Quinonen und einigen Proteinen gezdhlt. Diese
Verbindungen haben im pflanzlichen Stoffwechsel Funktionen, welche auch in
tierischen Organismen gefunden werden. Sie sind essentiell fiir die Funktion des
Elektronentransports in Membranen, die Photoprotektion des Organismus und den

Ablauf entwicklungsphysiologischer Vorgénge.

Tab. 1: Ubersicht der Isoprenoide nach Kohlenstoff-Kettenlinge und Funktion.
Gezeigt sind die wichtigsten Klassen der Isoprenoide, die C-Kettenldinge von deren Vertretern und

exemplarisch einige Vertreter der Klasse sowie deren Hauptfunktion bei der Pflanze.

Klasse Struktur Beispiel Funktion
. Isopren
Hemiterpene Cs .. .
Cytokinin Wachstumsregulation
a-Pinen Aromen, Pflanze/Pflanze-
Myrcen Interaktion
Monoterpene Co ) ]
Limonen Pflanze/Tier-
6-3-Caren Interaktion
Farnesen .
] Pflanze/Pflanze-Interaktion
) Bisabolen ]
Sesquiterpene Cis Pflanze/Tier-
Bourbonen )
] Interaktion
Cadinen
Sterole 2xCys Stigmasterol Membranstruktur und Funktion
Proteine mit Rest: GTP Binde-
. Zellwachstum
Prenylrest Ci5-Cyo proteine
Diterpene Cyo Gibberellinsdure Wachstumsregulation
Dolichole Glykosyl-Bildung
Ubiquinone Elektronen-Transport
Polyprenole 2Cy
Chlorophylle Photosynthese

Carotinoide Photoprotektion
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Den Sekundirstoffen werden das Isopren, die in der vorliegenden Arbeit untersuchten
Mono- und Sesquiterpene (Cjo- bzw. Cis-Verbindungen), sowie die Diterpene
(Cyo- Verbindungen) zugeschrieben. Diese Verbindungen werden besonders in Pflanzen
gefunden. Auch wenn diese Substanzen dem Sekundirstoffwechsel zugezidhlt werden
und damit nicht essentiell fiir das Uberleben des Organismus sind, haben sie eine
wichtige Funktion in der Interaktion sowohl zwischen Pflanze und Pflanze als auch
zwischen Pflanze und Tier (vgl. Tab. 1). Dabei wirken diese Isoprenoide hauptséchlich
als Signalstoffe, zur Verdringung anderer pflanzlicher Individuen am Standort, der
Attraktion von Bliitenbestdubern sowie der Abwehr von Frafifeinden und Pathogenen
(Harborne, 1991).

Charakteristisch fiir diese fliichtigen Vertreter der Isoprenoide sind deren meist starker
Geruch und eine nur geringe Wasserloslichkeit. Beziiglich der Molekiilstruktur umfasst
die Gruppe der Terpene sowohl azyklische als auch mono-, bi- und trizyklische
Strukturen. Sie sind ungesittigte Kohlenwasserstoffe, welche teilweise Sauerstoft-
Substituenten aufweisen (Abb. 1).

Hemiterpene (C,)
)\4 Isopren
Monoterpene (C,,)
=
A /I\/\/k/
4 e
N
a-Pinen d-Limonen Ocimen
Sesquiterpene (C,.)
S~ A~
S A =
[-Farnesen
Lonei
ongicyclen Humulen
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Abb. 1: Beispiele fiir die Molekiil-Strukturen von Isoprenoiden. Gezeigt sind Vertreter

der in der vorliegenden Arbeit untersuchten Klassen der Isoprenoide.

Die Biosynthese der pflanzlichen Isoprenoide wird zwei voneinander unabhéngigen
Synthesewegen zugeschrieben (Lichtenthaler et al., 1997a). Diese sind in verschiedenen
Zell-Kompartimenten lokalisiert (vgl. Abb. 2). Aufgrund bisheriger Untersuchungen
geht man davon aus, dass Monoterpene tiiber den Methyl-Erythritol-
Phosphat (MEP)-Weg in den Plastiden wie den Chloroplasten (Lichtenthaler et al.,
1997b), den Leucoplasten (McCaskill & Croteau, 1995) und den Chromoplasten (Mettal
et al., 1988), die Sesquiterpene dagegen iiber den Mevalonat-Weg im Cytoplasma
synthetisiert werden (Adam & Zapp, 1998; Bohlmann et al., 1998). Die Lokalisierung
der verschiedenen Isoprenoid-Biosynthese- Wege erfolgte iiber Inkubationsversuche mit
markiertem Substrat (Piel et al., 1998; Lichtenthaler, 1999). Der MEP-Synthese- Weg
wurde sowohl in prokaryotischen Eubakterien (Disch et al., 1998) als auch in den
Plastiden hoherer Pflanzen nachgewiesen (Lichtenthaler et al., 1997b; Schwender et al.,
1999).

——
3 Acetyl-CoA GA-3P + Pyruvat
:r 1~Daaxy-n;xylulasa-5-P
HMG-CoA MEP .
| ¥ \
' PR, S )
. {{ omaoe IoP \
evalona i
/ l'—-*m'*dw Isopren '|\
| DMADP == |DP - GDF (Cyg) —= Monclerpena ‘
7 7 ,}.am’r
¥ +ioP FDP } +oP Diterpene _
! Fhytol I
*‘HW \ GGDP (Cag) i yto I|i
FOP (C !
{ 15;\ } + \ Carotenoide 'J
Sesquitarpene ]'1‘ 11.-+c5|i:|F'
! qultorp (Cuo)
o '
‘ g Plastoquinan-8 (Cus)
Y Triterpene

Mitochondria
f(ut:iquinnn Q-9 + {Mﬂ) Sy
'\ %

Abb. 2: Die Biosynthese der Isoprenoide. Mono- und Sesquiterpene sind friihe Produkte des

Isoprenoid- Stoffwechsels, welcher bis zur Synthese von Cyo-Cys Verbindungen wie Carotinoide oder des
Isoprenoid-Anteils des Plastochinons fiihrt. Die Biosynthese der pflanzlichen Isoprenoide wird zwei

voneinander unabhingigen Synthesewegen zugeschrieben. Diese sind in verschiedenen Zell-
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Kompartimenten lokalisiert. Die Monoterpene werden danach tiber den MEP-Weg in den Plastiden, die

Sesquiterpene dagegen tiber den Mevalonat- Weg im Cytoplasma synthetisiert.

Verwendete  Abkiirzungen:  MEP 2-C-Methylerythritol-4-phosphat,  1DP Isopentenyl-diphosphat,
DMADP Dimethylallyl-diphosphat, ~ GDP Geranyl-diphosphat, FDP Farnesyl-diphosphat, ~GGDP
Geranylgeranyl-diphosphat (Lichtenthaler, 1999; verandert).
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Wie schon erwéhnt, gehen alle Isoprenoide entsprechend der Ruzicka-Regel aus einer
Cs-Vorstufe, dem Isopentenyl-diphosphat IDP, hervor. IDP kann {iber die
IDP-Isomerase reversibel in Dimethylallyl-diphosphat DMADP umgewandelt werden,
welches das Substrat fiir die Isopren-Synthase ist, die aus diesem Intermediat Isopren
synthetisiert. Durch die Addition einer IDP-Einheit zu DMADP entsteht der C;o-Korper
Geranyl-diphosphat GDP, aus welchem die verschiedenen Monoterpene durch eine
Modifikation der Grundstruktur unter Freisetzung von Pyrophosphat hervorgehen.
Verschiedene Monoterpen-Synthasen stehen der Pflanze fiir diese Modifikation zur
Vertfiigung (Croteau et al., 1988). Mit der Addition eines weiteren IDP zu GDP entsteht
die Vorstufe der Sesquiterpene, der C;s-Korper Farnesyl-diphosphat FDP und bei einer
weiteren IDP-Addition Geranylgeranyl-diphosphat GGDP, welches die Vorstufe der
Diterpene ist. Auch fiir die Bildung der Sesquiterpene stehen der Pflanze verschiedene
Synthasen zur Verfiigung. Uber , Kopf-Schwanz“-Kondensation von Cjo- bzw.
Cyo-Korpern entstehen die Isoprenoide hoherer Ordnung (wie z. B. Cjp- oder
Cy4o- Verbindungen). Transformationen der Grundgeriiste der Isoprenoide erfolgen auf
unterschiedlichste Weise wie durch Oxidation, Reduktion, Isomerisation oder
Konjugation der Strukturen. Die Regulation der Isoprenoid-Biosynthese erfolgt {iber
verschiedene Kontroll-Mechanismen (Gershenzon & Croteau, 1990), ist aber bis heute
nur teilweise verstanden. Ein wichtiger Regulationspunkt scheint die Cyclisierung von

isoprenoiden Vorstufen zu sein.

Wie bereits erwéhnt, {ibersteigt nach bisherigem Wissen die Kohlenwasserstoft-
Emission aus biogenen Quellen die der Emission aus anthropogenen Quellen
betrdchtlich. Zudem sind die biogen emittierten Verbindungen hoch reaktiv, was
besonders auch fiir die Isoprenoide hoherer Ordnung gilt. Neben dem Versténdnis der
okologischen Funktion der Kohlenwasserstoff-Emissionen ist daher auch das Erlangen
eines fundamentalen Wissens tiber das Emissionsverhalten bei Pflanzen fiir den Erhalt
unserer Umwelt von groBem Interesse. Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der
regionalen Einschidtzung der Emissionsraten biogener Kohlenwasserstoffe in unsere
Erdatmosphire. Durch Untersuchungen der jahreszeitlichen Anderung im
Emissionsverhalten und der Untersuchung der Biosynthese von Mono- und
Sesquiterpenen wird mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zur Kldrung dieser

Frage beigetragen.
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Ziele der Arbeit:

e Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die sogenannte Kiivettentechnik fiir
Emissionsstudien angewandt werden. Mit dieser Technik, die keinen Aufschluss des
Pflanzenmaterials erfordert, besteht die Mboglichkeit, Emissionen unter
weitestgehendem Ausschluss von verletzungsbedingtem Stress und eine dadurch

hervorgerufene Beeinflussung des Emissionsverhaltens zu ermitteln.

o Fiir die Art Pinus sylvestris L. sollte in einer tiber ldngere Zeit angelegten Studie fiir
verschiedene Jahreszeiten die Zusammensetzung der emittierten organischen
Verbindungen der Mono- wund Sesquiterpene sowie sauerstoffhaltiger
Kohlenwasserstoffe bestimmt werden. Dariiber hinaus sollten jahreszeitliche
Anderungen der Abgaberaten der gefundenen pflanzlichen Emissionen erfasst

werden.

e Durch die Anwendung verschiedener Algorithmen zur Emissionsberechnung sollte
gezeigt werden, inwieweit die Emissionen bei P. sylvestris durch Temperatur und
Lichtintensitdt bestimmt werden. Mit Hilfe dieser Algorithmen sollten Standard-
Emissionen (Emissionen bei definierter Temperatur und Lichtintensitédt) fiir die

Waldkiefer bestimmt werden.

e An Ginkgo biloba L. sollten mittels Hemmstoff-Versuchen und einer
BCO,-Inkubation Aussagen zum Emissionsverhalten und damit riickschliefend zur
Biosynthese der emittierten Mono- und Sesquiterpene ermdoglicht werden. Dabei
sollte untersucht werden, welcher der beiden moglichen Synthesewege (Mevalonat-
Weg bzw. MEP-Synthese-Weg) fiir die Synthese der emittierten Isoprenoide bei
Ginkgo biloba verantwortlich ist. Es sollte gezeigt werden, inwieweit assimiliertes
BCO, kurzfristig (innerhalb von Minuten oder Stunden) in emittierten
Kohlenwasserstoffen wiederzufinden ist. Zudem sollte iiber die Hemmung des
MEP-Synthese-Wegs mittels des Hemmstoffs Fosmidomycin eine Zuordnung der

Biosynthese-Wege fiir die Mono- bzw. Sesquiterpene ermdglicht werden.

e In einer zusdtzlichen Studie sollte fiir Vertreter der Braunalgen-Gattung Fucus im
Rahmen der vorliegenden Arbeit deren Beitrag zur biogenen VOC-Emission

eingestuft werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Verwendetes Pflanzenmaterial fiir die Emissionsstudien

Die untersuchten Vertreter der Familien Ginkgoaceae der Klasse der Ginkgoopsida und
Pinaceae der Klasse der Pinopsida gehoren zu der gleichen Unterabteilung der
Coniferophytina der Gymmnospermae. Die untersuchten Makroalgen der Klasse
Phaeophyceae zéhlen zu der Abteilung der Heterokontophyta der eukaryotischen Algen
(Strasburger et al., 1991).

Die Emissionsstudien wurden an Zweigen der jeweiligen Art bzw. bei den Makroalgen
am gesamten Thallus der untersuchten Arten durchgefiihrt. Die Messungen wurden teils
im natiirlichen Lebensraum (bei Pinus spec. und Fucus spec.), teils unter

Laborbedingungen (Ginkgo biloba) vorgenommen.

2.1.1 Der Ficherblattbaum Ginkgo biloba L.

Der Facherblattbaum Ginkgo biloba L. gehort zu der Gattung Ginkgo der Familie der
Ginkgoaceae (nach dem chin. Gin-kyo = Silber-Aprikose). Die hauptséchlich fossil
bekannten Vertreter dieser Familie sind Bdume mit verzweigter Krone, festem Holz und
lederigen, facherformig gestalteten, tief eingeschnittenen Bléttern. Die Nervatur der
Blitter ist streng dichotom. Die Blattform und die Nervatur sind die auffilligsten
Merkmale der einzigen heute lebenden Art Ginkgo biloba L.. Trivialnamen dieser Art
sind Ginkgo und Facherblattbaum. Die Art G. biloba ist fossil belegt seit der Kreide.
Wabhrscheinlich ist die Art aber noch viel dlter. Dies ldsst der Fund der fossilen Gattung
Ginkgoites vermuten, deren Vertreter bei ihren Blittern eine #hnliche Anatomie
aufweisen. Die Funde zeigen eine stdrkere Lappung der Blitter als bei der rezenten Art
G. biloba gefunden wird, haben aber eine gleichartige Epidermisstruktur. Die Gattung
wird zeitlich in die obere Trias bis hin zur Kreide eingestuft. In dieser Zeit wurde die
groBte Formenvielfalt ausgebildet. Im Jura erreicht sie ihre groBBte Ausbreitung, die sich
weltweit erstreckt. Besonders in der nordlichen Hemisphire bildete die Gattung grof3e
Wailder aus (Dorf, 1958; Tralau, 1968).

Die Untersuchungen zum Emissionsverhalten wurden an Zweigen eines etwa 7 Jahre
alten, getopften Ginkgo-Baumes (Hohe 150 cm, Quelle: Dinger’s Gartencenter Kln) in
einer Klimakammer des Instituts fiir atmosphdrische Umweltforschung (IFU),
Garmisch-Partenkirchen durchgefiihrt. Der Baum wurde tiglich gut gewdissert und

zeigte einen gesunden Habitus.
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Weitere Emissionsstudien an G. biloba erfolgten an einzelnen Zweigen im Labor am
Institut fiir Spektrochemie und angewandte Spektroskopie (ISAS), Dortmund. Die
Zweige wurden direkt vor den Versuchen im benachbarten Botanischen Garten an
einem etwa 35 Jahre alten Ginkgo-Baum geschnitten und in Né&hrlosung iiberfiihrt
(Ingestad-Nahrlosung nach Ingestad (1959), zusammengesetzt aus: Makroelemente:
NH4NOs: 0,143 g/1, NaCl: 0,0127 g/l, KCI: 0,0713 g/l, MgSO4 x 7 HyO: 0,1521 g/l,
MnSO4 x H,O: 5.2 x 10 g/l, CaCl, x 2 HyO: 0,1467 g/l; Spurenelemente: H3BO4:
0,972 g/1, ZnSO4 x 7 H,0: 0,088 g/, CuSO4 x 5 H,O: 0,079 g/, Na;MoO4 x 2 H,O:
0,08 g/1; Phosphat: KH,PO4: 0,044 g/1; Fe-EDTA: FeSO4 x 7 H,O: 0,0014 g/1,
Na;EDTA x 2 H,O: 0,0018 g/l).

2.1.2 Die Waldkiefer Pinus sylvestris L. und die Schwarzkiefer Pinus nigra L.

Die untersuchten Arten gehoren zu der Gattung Pinus der Familie der Pinaceae (lat.
Pflanzenname; eigentlich: Picnus von pix, picis = Harz; also Harz liefernder Baum),
welche mit ca. 225 Arten die artenreichste Gruppe der Coniferophytina darstellt. Thr
Vorkommen ist weitestgehend auf die nérdliche Hemisphére beschrinkt. Trivialnamen
sind Kiefer und Fohre. Pinus-Arten sind fossil seit der unteren Kreide belegt. Die
Gattung Pinus umfasst ca. 70 Arten, die auf der nordlichen Halbkugel weite

Verbreitung finden. In den Tropen treten sie nur in den hheren Lagen auf.

Die Waldkiefer P. sylvestris findet ihre Verbreitung von Europa aus 6stlich bis Sibirien
und stidostlich iiber den Kaukasus bis Persien. Diese Kiefer ist der weitverbreitetste
Nadelbaum {iberhaupt. Sie hat Europa und Asien zuerst besiedelt. Die Waldkiefer kann
bis 40 m hoch werden. Die Nadeln, jeweils zwei an einem Kurztrieb, sind bis 8 cm lang.
Die Blitezeit der Waldkiefer ist im Monat Mai.

Die Schwarzkiefer P. nigra L. ist von Siidosteuropa bis Spanien und bis zur Nord- und
Ostsee verbreitet. Sie bevorzugt einen trockenen, warmen Standort. Die dunkelgriinen
ca. 8 bis 15 cm langen Nadeln stehen zu je zwei an den Kurztrieben. Die Bliiten werden

bei P. nigra im Mai bis Juni ausgebildet.

Untersuchungen wurden an Zweigen beider Arten im Kronenbereich eines Forstes in

Hartheim bei Freiburg durchgefiihrt.
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2.1.3 Die Braunalgen Fucus spec.

Die untersuchten Arten der Gattung Fucus (griechisch phykos = Tang) gehoren zur
Ordnung Fucales, welche der Abteilung Phaeophyta (Braunalgen) angehoren. Die
Makroalgen bestehen aus einem aufgeficherten dichotomen Thallus, welcher einen
kleinen FuB} und eine Haftscheibe aufweist. Die Wedel zeigen iiblicherweise eine
zentrierte Verdickung, welche als Mittelrippe bezeichnet wird. Teilweise ist ein Gewebe
mit Gaseinschliissen vorhanden (Fucus vesiculosus), welches dazu beitragt, den Thallus

der Pflanze im Wasser aufzurichten.

Die Emissionsmessungen erfolgten an der Westkiiste von Irland. Als Ort der Studien
wurde eine Bucht im Connemara National Park bei Galway genutzt. Untersuchungen
wurden an den wihrend des Niedrigwassers der Tide trockengefallenen, aber noch
frischen Thalli durchgefiihrt.

2.2 Ermittlung der Emissionen von fliichtigen organischen Kohlenwasserstoffen

2.2.1 Beschreibung der Zweig-Kiivetten

Die Untersuchungen zum Emissionsverhalten fliichtiger organischer Verbindungen
wurden mit der sogenannten Kiivettentechnik durchgefiihrt. Im folgenden werden
Aufbau und Funktionsweise der verwendeten Kiivetten beschrieben. Alle Kiivetten
wurden dynamisch, d.h. unter Zuleitung von gereinigter Umgebungsluft bzw.

synthetischer Luft aus Gasdruckflaschen betrieben.

Die Studien an den zwei Pinus-Arten erfolgten im Freiland direkt in einem ca.
10 x 1,5 km® groBen Baumbestand. Hier wurden fiir die Messungen im Kronenbereich
Zweig-Kiivetten mit einem Volumen von 53 Litern von einem Messturm aus eingesetzt
(vgl. Abb. 3c¢). Bei diesen umschlief3t ein transparenter Foliensack das zu untersuchende
Pflanzenmaterial (hier ein Zweig von ca. 30 cm Lénge) und bildet so ein Mikroklima
um die emittierende Oberfliche der Pflanze. Die verwendete Folie (Fa. Foiltec,
Bremen) aus fluoriertem Ethylenpolymer (FEP) ist fiir die photosynthetisch aktive
Strahlung (photosynthetic  active radiation PAR, Wellenldnge: 400-700 nm)
durchléssig. Gegeniiber den untersuchten Verbindungen verhélt sich die Folie inert.
Substanzverluste durch  Oberflichenreaktionen oder Adsorption werden so
weitestgehend vermieden. Der Foliensack ist zur Stabilisierung in einen
Aluminiumrahmen eingesetzt. Der Rahmen der Kiivette ist mit einer Kopfplatte
versehen, auf welcher Schlauchanschliisse, ein Ventilator und ein Messfiihler fiir

meteorologische Parameter angebracht sind.
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Fiir die Emissionsmessungen wird die Kiivette iiber einen zu untersuchenden Zweig
gezogen und an der Seite zur Zweigbasis hin verschlossen. Dies erfolgt lediglich locker
als UmschlieBung (also nicht gasdicht), um eine Verletzung des Triebes und damit
verbundene Emissionen (verletzungs- oder stressbedingt) zu vermeiden. Uber einen
Schlauchanschluss an der Kopfplatte des Systems wird kontinuierlich gereinigte
Umgebungsluft in die Kiivette eingeleitet. Ein unkontrolliertes Eindringen von
kohlenwasserstoffhaltiger Umgebungsluft wird durch einen geringfiigigen Uberdruck
der eingeleiteten Luft verhindert. Um den FEintrag von Kohlenwasserstoffen in die
Kiivette zu minimieren, wurde die Umgebungsluft direkt vor der Einleitung iiber eine
Aktivkohle-Kartusche  geleitet. =~ Kohlenwasserstoffe =~ adsorbieren  an  der
Kohlenstoffoberfldche des Filters, was zu einer Minimierung des Eintrags auf unter 5 %
verglichen mit den Emissionsraten der emittierenden Pflanzenteile fiithrt. Der
Reinheitsgrad der zugeleiteten Luft wurde an jedem Messtag jeweils einmal um 9:30 h
und um 15:30 h mit Probenahmen aus der in die Kiivette geleiteten Luft kontrolliert.

Die Volumenstrome der zugeleiteten Luft wurden im Bereich von 6-10 1/min gewahlt.

Die Durchmischung der Luft innerhalb der Kiivette erfolgte mit Hilfe des an der
Kopfplatte eingefiihrten Fliigelrad-Ventilators. Es wurde eine Windgeschwindigkeit
gewdhlt, welche eine gute Homogenisierung erzielte, ohne fiir die Kiefern zu
mechanischem Stress durch Luftstromung zu fiihren. Die Probenahme der emittierten
Kohlenwasserstoffe aus der Kiivette erfolgte {iber einen weiteren Schlauchanschluss an
der Kopfplatte der Kiivette. Es wurden zwei Bédume der Art Pinus sylvestris und ein
Baum der Art Pinus nigra untersucht. Die Installation der drei Kiivetten wihrend der
Messkampagnen erfolgte jeweils am selben Zweig im Kronenbereich der ausgew#hlten

Baume.

Fiir die Laborstudien an Ginkgo biloba L. wurden dhnliche Zweig-Kiivetten verwendet
(Abb. 3 a und b). Es kamen Zweig-Kiivetten mit einem Volumen von 4,51 und 1,31
zum Einsatz. Abweichend von der Konstruktion der 53 1-Kiivetten fiir die
Untersuchungen an Pinus bestehen die Korper dieser kleineren Kiivetten aus Glas
(4.5 I-Kiivette) bzw. aus Plexiglas (1,3 1-Kiivette). Als Kopf- und Bodenplatte wurde
bei der 4,51-Kivette PTFE (Polytetrafluorethylen) gewihlt. Die Technik der
Gasfithrung und der Durchmischung der Luft waren in dieser kleineren Zweig-Kiivette
weitestgehend gleich der 53 1-Kivetten. Der Volumenstrom der Gaszufuhr (hier
synthetische Luft unter Zugabe von '“C- bzw. *C-Kohlendioxid in ambienten

Konzentrationen) betrug in diesem System 2 1 min™".
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Abb. 3: Bauweise der Zweig-Kiivetten. a) 1,3 I-Kiivette, b) 4,5 I-Kiivette,
¢) 53 I-Kiivette. Alle Kiivetten wurden dynamisch betrieben (Gaszufuhr: gereinigte Umgebungsluft
oder synthetische Luft). Die Kiivetten sind fiir photosynthetisch aktive Strahlung durchldssig. Die 53 1-
und die 4.5 1-Kiivette werden soweit gedichtet, dass ein geringer Innen-Uberdruck entsteht. Die
1,3 1-Kiivette wird nach auBen hin gasgedichtet, da sie eine Durchfluss-Kiivette darstellt. In allen
Kiivetten werden die meteorologischen Parameter Temperatur, Lichtintensitdt (PAR) und Luftfeuchte,

sowie der Kohlendioxidgehalt der Luft bestimmt.



2 Material und Methoden 22

Fiir die 1,3 I-Kiivette des IFU kam ein System der Gasversorgung zum Einsatz, welches
sowohl tiber eine Zuleitung zur Kiivette als auch eine Ableitung der Kiivettenluft
verfligt. Vorteil dieses Systems ist die Moglichkeit einer Parameterbestimmung vor und
hinter der Kiivette. Dies ist besonders niitzlich fiir Differenzmessungen der
CO;-Konzentration und der Luftfeuchte. Die CO,-Differenzmessung vor und hinter der
Kiivette gibt Aufschluss iiber die Assimilationstitigkeit des in der Kiivette eingesetzten
Zweiges. Der Volumenstrom der Gaszufuhr in die Kiivette (Umgebungsluft oder
synthetische Luft unter Zugabe von “C-Kohlendioxid) betrug bei diesem System

1,21 min !,

Fiir die Untersuchungen an Vertretern der Gattung Fucus wurde von der Universitét
Lancaster (GB), welche zur gleichen Zeit vor Ort Messungen an Makroalgen vornahm,
freundlicherweise eine dynamisch arbeitende Boden-Kiivette zur Verfiigung gestellt.
Bau und Funktionsweise gleichen weitestgehend der bereits beschriebenen Durchfluss-
Kiivette, welche fiir die Untersuchungen an Ginkgo biloba am IFU eingesetzt wurde.
Das Volumen der Boden-Kiivette betrdgt 25 1, und die eingeschlossene Bodenfldche hat
eine GroBe von 0,126 m®. Der Fluss durch die Kiivette betrug iiblicherweise 5 1 min™'.
Probenahmen erfolgten fiir die verschiedenen Fucus-Arten jeweils fiir 20 Minuten mit

resultierenden Probevolumina von 2000 bis 4000 ml.

Bei allen Kiivettentypen, ebenso wie bei den Probenahme-Einheiten, bestehen alle
Probe-fithrenden Schlauchverbindungen aus PTFE. Schlauchiiberginge wurden mit
1/4- bzw. 1/8-Zoll Verbindern (Fa. Swagelok, Solon, USA) aus Messing oder Edelstahl
hergestellt.

2.2.2 Probenahme von fliichtigen organischen Kohlenwasserstoffen

Proben der durch die Pflanzen emittierten Kohlenwasserstoffe wurden als Gasproben in
regelméBigen Abstdnden aus den Kiivetten entnommen (vgl. Abb. 4). Hierbei wurde ein
definiertes Volumen der Kiivettenluft {iber ein Adsorptionsrohrchen aus silanisiertem
Glas gezogen. Als Adsorbentien dienten je 100 mg Tenax TA (Fa. Macherey-Nagel,
Diiren) und Carbotrap (Fa. Sigma- Aldrich, Bereich Supelco, Deisenhofen).

Fir P. sylvestris kam hauptsichlich eine automatisierte Probenahme-Einheit
(Konstruktion: J. Spanke, Doktorand, ISAS, Dortmund) zum Einsatz. Die Einheit
ermoglichte die Beschickung von sieben Adsorptionsrohrchen in Reihe bzw. parallel,
wobei die Auswahl der Beschickung des einzelnen Rohrchens iiber Magnetventile (Fa.
Biirkert, Minden) PC-gesteuert durchgefithrt wird. Der Probenahme-Fluss wird mit

einer Membranpumpe (Fa. AFS Thomas Industries, Puchheim) erzielt. Um eine
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Verunreinigung der Probe auszuschlieBen, wurde die Pumpe saugend, d.h. in
Gasflussrichtung hinter dem Adsorptionsréhrchen (,,down stream*) eingesetzt. Alle
Probe-fithrenden Schlauchverbindungen des Systems bestehen aus PTFE. Der Gasfluss
wird liber einen Gasflussregler (Fa. MKS Industries, Miinchen) mit einem Regelbereich
von 1-200 ml/min eingestellt und iiber eine Zeitschalt-Einheit ein- und ausgeschaltet.

Fiir die durchgefiihrten Messungen wurde ein Probenahme-Fluss von 100-150 ml/min

gewdhlt.
Umgebungsluft
Filter IX—D
Pumpe
l Flufimesser Aktivkohle p
Zweig Co,

Adsorptionsrohrchen

Aufzeichnung
meteorolog. Parameter

Probenahme-Einheit

Abb. 4: Messaufbau zur automatisierten Probenahme. Der Messaufbau wird zum
Sammeln von Luftproben auf Adsorptionsrohrchen eingesetzt. Die Probenahme ist PC-gesteuert und

ermdglicht die Beschickung von bis zu sieben Adsorptionsrohrchen parallel oder in Reihe.

Bei den ersten beiden Messkampagnen fiir P. sylvestris (Marz, April 1998), fiir alle
Messungen an P. nigra, sowie fiir die Probenahmen bei den Versuchen zum
Emissionsverhalten von Ginkgo biloba im ISAS Dortmund und den Messungen an den
Makroalgen wurde eine manuelle Probenahme-Einheit fiir Einzelr6hrchen verwendet.
Das Grundprinzip der Probenahme dieser Einheit entspricht der automatisierten
Probenahme. Der Gasfluss iiber ein Adsorptionsrshrchen wird hier allerdings manuell
tiber ein Nadelventil (Fa. Swagelok, Solon, USA) eingestellt, und das Starten und
Beenden der Probenahme erfolgt ebenfalls manuell. Fiir die Erzielung eines konstanten

Volumenstroms kam, wie fiir die automatisierten Probenahme-Einheiten, eine Pumpe
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mit einem maximalen Volumenstrom von 9 l/min (Fa. ASF Thomas Industries,
Puchheim) zum Einsatz. Die Kalibrierung beider Probenahme-Einheiten des ISAS,

Dortmund erfolgte mit einem Volumenstrommesser (Fa. Gilian, Wil, CH).

Fiir die Versuche an Ginkgo biloba, durchgefiihrt am IFU, wurden Adsorptionsrohrchen
der Fa. Perkin-Elmer, Weiterstadt aus silanisiertem Glas verwendet (drei kombiniert
verwendete Adsorbentien: Carbopack C, Carbopack, Carbotrap X). Die Probenahme
erfolgte vergleichbar der Probenahme an Pinus, hier allerdings jeweils mit
Probenahmen direkt vor und hinter der 1,3 I-Kiivette. Die Membranpumpen wurden
saugend (,,down stream™) eingesetzt und mit Gasflussreglern auf Probenahmefliisse von

100-150 ml min™' eingestellt.

2.2.3 Messung der meteorologischen Parameter

Grundsétzlich wurden bei allen durchgefiihrten Studien die meteorologischen Parameter
Temperatur, Lichtintensitdt (PAR), Luftfeuchte und sowie der Kohlendioxidgehalt der
Luft in den Kiivetten bestimmt. Bei den Messungen an Pinus im Freiland wurden alle
entsprechenden meteorologischen Daten kontinuierlich erfasst. Hierfiir kam fiir jede
Kiivette ein tragbares Gerédt (Typ EGM, Fa. PP Systems, Hitchin, GB) zum Einsatz.
Dieses Gerét verfiigt sowohl iiber einen Infrarot-Gas-Analysator (IRGA) fiir die
CO;-Bestimmung als auch iiber einen Temperaturfiihler und Sensoren fiir die
Bestimmung der Lichtintensitit und der relativen Luftfeuchte. Alle Parameter werden
tiber einen kombinierten Messfiihler (Typ HTR, Fa. PP Systems, Hitchin, GB) in der
Kiivette gemessen. Der Messfiihler ist in die Kopfplatte der Kiivette eingelassen (vgl.
Abb. 3¢). Die Messdaten werden vom Messfiihler in den Datenspeicher des EGMs

tibermittelt.

Eine ausreichende Versorgung des Zweiges mit Kohlendioxid wurde durch die
kontinuierliche Bestimmung des CO,-Gehalts in der Kiivettenluft mittels des Infrarot-
Gas-Analysators des EGMs {iberwacht. Eine Zumischung erfolgte iiber eine
Gasdruckflasche mit einem CO,-Volumenanteil von 0,03 % zur -eingeleiteten
Umgebungsluft. Die Zumischung war nur fiir einige Messungen in den
Sommermonaten nétig. Hier sank der CO,-Wert, bedingt durch die starke

Assimilationstétigkeit der untersuchten Zweige, unter 350 ppm (v/v).

Die Lichtintensitit wurde iiber eine Photodiode, welche entweder direkt im Messfiihler
in der Kiivette integriert oder als Einzeldiode auf dem Zweig in der Kiivette aufgelegt
war, im Wellenbereich von 400-700 nm (PAR) bestimmt.
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Alle meteorologischen Parameter wurden fiir die Zeit der Messkampagnen im

Kiefernforst Hartheim in einem Intervall von drei Minuten aufgezeichnet.

Fiir die Laborversuche an G. biloba im ISAS, Dortmund kam der gleiche Geréte- und
Messfiithlertyp (EGM mit HTR-Fiithler) von PP Systems zum Einsatz. Die
Lichtintensitdt wurde vor dem Beginn des jeweiligen Versuchs bestimmt. Als
Lichtquelle diente ein Halogenstrahler mit einer Leistung von 300 Watt, dessen
Wiérmestrahlung durch ein Wasserbad zwischen Kiivette und Strahler geddmpft wurde.
Es wurde eine Lichtintensitit von 750 pmol m™ s™' erzielt. Die Parameter Temperatur
(T) und relative Luftfeuchte (rH) wurden wihrend der Versuche kontinuierlich in einem
Intervall von drei bis fiinf Minuten ermittelt und aufgezeichnet. Die Werte lagen bei T =
29 °C und rH = 60 % mit Abweichungen unter 20 %. Die Versorgung der Kiivette mit
Kohlendioxid wurde tiber eine Gasdruckflasche erzielt. Fiir die Studien unter Einsatz
von “CO, musste die Kohlendioxid-Versorgung gesondert geregelt werden. Eine
kontinuierliche Bestimmung der 13C02-K0nzentration mittels eines IRGA ist nicht
moglich, da durch das schwerere Kohlenstoff-Isotop die Absorptionsbanden im Infrarot
verschoben werden. Eine Losung des Problems ist die Einstellung eines definierten
Volumenstroms von '2CO, und das nachfolgende Umschalten der Gaszufuhr auf *CO,
unter identischen Volumenstrombedingungen. Da fiir diese Versuche kein
Massenflussregler mit entsprechend kleinem regelbaren Durchfluss (wenige pl) zur
Verfiigung stand, wurde der CO,-Volumenstrom mittels eines kalibrierten
Blasenzdhlers, welcher als Durchfluss-Einheit in die Gaszuleitung integriert wurde,
ermittelt. Mit dieser Einheit konnte bei einer CO,-Konzentration von 400 ppm (v/v)

eine Genauigkeit der Dosierung von + 20 ppm (v/v) erzielt werden.

Bei den Studien an G. biloba im IFU, Garmisch-Partenkirchen wurden entsprechende
meteorologische Parameter auf etwas andere Weise bestimmt. Die Untersuchungen
wurden in einer der Klimakammern des Instituts durchgefiihrt. Die zwei
sonnenlichtgespeisten, kuppelartigen Kammern sind Teil der Bergstation ,,Wank* in
einer Hohe von 1780 m tiber N.N.. Pflanzen konnen hier unter naturnahen
Strahlungsbedingungen gehalten und untersucht werden. Die Kammern sind
temperaturreguliert und ermdoglichen die Untersuchung an Pflanzen einer Gréf3e bis ca.
170 cm. Die Versuche wurden in diesen Kammern an Zweigen mit Hilfe der bereits
beschriebenen 1,3 1-Zweig-Kiivette durchgefiihrt. Wihrend der Versuche sorgte ein
Niedervolt-Halogenstrahler (Leistung: 15 Watt) fiir eine kontinuierliche Belichtung der
untersuchten Zweige mit PAR-Werten von 750 + 50 pmol m™ s™' . Ansonsten wurde
der Ginkgo-Baum in der Kammer unter derem umgebungsnahen Strahlungsklima
gehalten (PAR-Werte im Tagesgang bis etwa 2000 pmol m~?s"). Die

CO;-Konzentration konnte in dieser Anlage mit einem Infrarot-Photometer (Typ
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BINOS 100, Fa. Rosemount, Hasselroth) vor und hinter der Kiivette als
Differenzmessung ermittelt werden. Fiir die Bestimmung der photosynthetisch aktiven
Strahlung in der Kiivette wurde, wie bei den anderen eingesetzten Systemen, eine
Photodiode (Typ Li-190SA Quantum Sensor, Fa. LI-COR, Lincoln, Nebraska, U.S.A.)

verwendet.

Fir die Messung der Temperatur stehen in der Kiivette drei Thermoelemente zur
Verfiigung. Da die Leitungen dieser Messfiihler aus flexiblem Draht bestehen, sind sie
gut an die Blattoberfldche heranzufiihren und eignen sich daher auch zur Bestimmung
der Blatt-Temperatur. Auf diese Moglichkeit wurde allerdings in den hier beschriebenen
Untersuchungen zum Emissionsverhalten verzichtet, um stressbedingte Emissionen zu
vermeiden. Vielmehr wurde auch hier lediglich die Lufttemperatur des Kiivetten-
Innenraums ermittelt, wie dies auch bei den anderen Messsystemen erfolgte. Die

Messwerte der drei Thermoelemente wurden gemittelt.

Die Bestimmung der Luftfeuchte erfolgt nicht, wie bei den anderen verwendeten
Messeinheiten, direkt in der Kiivette, sondern in der Zu- und Ableitung der Luft der
Kiivette. Die Luftfeuchte wird mit Hilfe eines Taupunktspiegels bestimmt (Typ: TS-2,
Fa. Walz, Effeltrich) und ist durch einen Befeuchter in der Gaszufuhr des Systems

regelbar.

Alle Parameter wurden bei den Versuchen in der Klimakammer in einem Intervall von

einer Minute gemessen und aufgezeichnet.
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2.3 Analytik der fliichtigen Kohlenwasserstoffe

2.3.1 Aufbau der gekoppelten Analytik Thermodesorption/Gaschromatographie/

Massenspektrometrie

Die zu untersuchenden Kohlenwasserstoffe wurden auf Adsorptionsrohrchen als
Gasproben aus der Kiivette gezogen. Die Analyse der biogenen Verbindungen erfolgte
mit Hilfe eines gekoppelten Systems bestehend aus Thermodesorption,
Gaschromatographie (GC) und Massenspektrometrie (MS) (vgl. Abb. 5).

Trigergas (He
gergas (He)
Adsorptionsréhrchen
/
Gasreinigungs-
einheit l Desorptions-Ofen
Fliissig-N . .
Hssie Kontrolleinheit
Kiihlgas (N, ) o Heizpatronen Thermodesorption
q Kiihlfalle «
Prefluft
Gaskiihlungs-
inhei
cinheit Split-Ventil GC S
Fliissig-N
: Ionenfalle

Abb. 5: Aufbau der gekoppelten Analytik fiir Spurenstoffe. Die Analytik besteht aus
Thermodesorption, Gaschromatographie (GC) und Massenspektrometric (MS). Als Trédgergas dient
Helium 5.0. Die desorbierten Substanzen gelangen im Tragergasstrom nach einer Fokussierung in einer
Kiihlfalle in das GC/MS-System, in dem die Verbindungen getrennt und nachfolgend

massenspektrometrisch detektiert werden.

Die thermische Desorption (im folgenden ., Thermodesorption®) erfolgte fiir
Emissionsproben von Pinus, Fucus und Ginkgo im ISAS mit einer Einheit fiir
Einzelr6hrchen  (Eigenbau  Hoffmann, 1992). Ein zu  desorbierendes
Adsorptionsr6hrchen wird hier in den Tragergasstrom (Trdgergas: Helium 5.0) des
GC/MS-Systems eingesetzt, gasdicht verschraubt (Swagelok- Verschliisse) und von den
Heizbacken des Desorptionsofens umschlossen. Wahrend der Desorptionsdauer von
10 Minuten erwidrmen vier Heizpatronen den Ofen in fiinf Minuten von
Raumtemperatur auf 275 °C. Diese Temperatur wird fiir weitere fiinf Minuten gehalten.
Unterhalb des Ofens befindet sich eine Kiihlfalle, welche die Substanzen mit Hilfe von
gekiihltem  Stickstoff (unter -80°C) wihrend der Desorptionszeit aus dem
Tragergasstrom ausfriert und vor der Trennsdule des GC zuriickhélt. Die Substanzen

kondensieren auf der glasbeschichteten Oberfldche eines Metallrohrs (glaslined tube;
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GLT) in der Kihlfalle. Nach Beendigung der Thermodesorption erwéirmt eine
Heizpatrone dieses GLT in wenigen Sekunden auf 250 °C, so dass alle Substanzen
gleichzeitig die Kiihlfalle verlassen und im Trigergasstrom auf die GC-Séaule gelangen.
Fiir die Trennung der untersuchten Substanzen wurde eine unpolare Sdule der Linge
50 m mit einer Filmdicke der stationdren Phase von 1 pm verwendet (50QC2/BPXS5 1.0,
Fa. SGE, Weiterstadt). Es wurde folgendes Temperaturprogramm fiir die Trennsédule im
GC-Ofen verwendet:

Starttemperatur: 37 °C, gehalten fiir 2 min
Erste Heizrate: 8 °C min™" bis 200 °C
Zweite Heizrate: 10 °C min™" bis 220 °C
Halten der Endtemperatur fiir 18 min
Gesamtdauer des GC-Laufes: 42,5 min

Fiir die Analyse der Emissionsproben von Ginkgo im IFU wurde ein dhnliches System
der gekoppelten Analytik (Fa. Perkin-Elmer, Weiterstadt) verwendet. Die automatische
Thermodesorptions-Einheit dieses Systems fasst bis zu 50 Adsorptionsréhrchen.
Cryofokussierung, Gaschromatograph und Massenspektrometer sind dem System des
ISAS vergleichbar. Im folgenden sind die technischen Daten der verwendeten Systeme
aufgefiihrt.

Verwendete Gaschromatographen:
e Fiir die Untersuchungen an Pinus spec., Fucus spec. und G. biloba im ISAS,
Dortmund:

DANI 6500 GC, Dani GmbH, Mainz-Kastel

GC-Kapillartrennsdule: ~ Typ  500C2/BPX5 1.0, 50m  Liange, 0,22 mm
Innendurchmesser, 1 um Filmdicke stationédre Phase, Fa. SGE, Weiterstadt

Tragergas: Helium 5.0, Vordruck 3,5 bar

e Fiir die Untersuchungen an G. biloba im IFU, Garmisch-Partenkirchen:

GC Auto System XL, Perkin-Elmer, Weiterstadt

GC-Kapillartrennsédule: Typ /701, 30 m Lénge, 0,25 mm Innendurchmesser, 1 pm
Filmdicke stationdre Phase, Fa. Restek, Bad Soden

Tragergas: Helium 5.0, Vordruck 3,5 bar

GC gekoppelt mit Thermodesorption ATD 400, Perkin- Elmer, Weiterstadt
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Die getrennten Substanzen gelangen iiber eine geheizte Einlasskapillare (transferline) in
die Ionenfalle des Massenspektrometers, wo sie mittels Elektronensto3 (EI) bei 70 eV
ionisiert werden. Die Gesamtdauer der Analyse einer Probe betrdgt fiir dieses

gekoppelte System etwa 60 Minuten.

Verwendete Massenspektrometer:

e Fiir die Untersuchungen an Pinus spec., Fucus spec. und G. biloba im ISAS,
Dortmund:

Iontrap detector ITD 700, Finnigan-MAT, Bremen

Ionisationsenergie: 70 eV

Massenbereich: 46-240 m/z

Scan-Rate: 2 scans/s (entspr. 0,5 s/scan)

Akquisitionsdauer: 40 min

e Fiir die Untersuchungen an G. biloba im IFU, Garmisch-Partenkirchen:
Turbo Mass, Perkin-Elmer, Weiterstadt

Ionisationsenergie: 70 eV

Massenbereich: 65-225 m/z

Scan-Rate: 4 scans/s (entspr. 0,25 s/scan)

Akquisitionsdauer: 40 min

Typisch fiir die Verbindungsklasse der Terpene ist die starke Fragmentierung der
Substanz-Molekiile durch ElektronenstoB3-lonisation (EI) im Massenspektrometer.
Dabei sind die entstehenden Fragmente jeweils durch ein spezifisches
Masse-zu- Ladung (m/z)- Verhiltnis charakterisiert. Fiir die unfragmentierten Molekiil-
Ionen einer solchen Verbindung finden sich hingegen iiblicherweise nur schwache
Signale im Massenchromatogramm. Die qualitative und quantitative Bestimmung der
Substanzen erfolgt daher iiber die durch die Ionisation entstandenen, charakteristischen
Haupt-Fragmente des jeweiligen Molekiils (Tab. 2). Die Quantifizierung wurde iiber die
Bestimmung der Signalflichen der Hauptfragmente in den Massenchromatogrammen,

welche aus der Analyse der Emissionsproben hervorgingen, durchgefiihrt.
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Tab. 2: Charakteristische Fragment-Ionen der untersuchten Kohlenwasserstoffe.

Die Fragment-lonen mit charakteristischen m/z-Verhéltnissen werden in einem Massenspektrometer

(Typ: Ionenfalle) tiber Elektronenstof3-Ionisation (EI) bei einer Ionisationsenergie von 70 eV erzeugt. Sie

dienen der Quantifizierung von pflanzlichen Emissionen liber die Bestimmung der Signalflichen der

Fragmente in den erzeugten Massenchromatogrammen.

. Charakteristische . Charakteristische

Verbindung Verbindung
Fragment-Ionen Fragment-Ionen

Dibromomethan 174 Bornylacetat 95+121+136
Tribromomethan 173 o- Ylangen 105+119+161
Diiodomethan 141 B-Elemen 67+93+107
Chloroiodomethan 173 B-Gurjunen 91+105+161
Isopren 67 B-Bourbonen 81+123+161
o- Thujen 93 Longicyclen 91+105+161
Tricyclen 93 d-Elemen 91+93+121
o-Pinen 93 B-Cedren 69+93
Camphen 93 o-Farnesen 69+93
Sabinen 93 B-Farnesen 69+93
B-Pinen 93 cis-o- Bergamoten 93+119
8-3-Caren 93 -Cadren 69+91
Limonen 67 Acoradien 93+105+119
3-Phellandren 93 -Bisabolen 69+91
1,8-Cineol 81 Trans-o- Bisabolen 93
Nopinon 83 B-Cubeben 105+119+161
Kampfer 81 B-Caryophyllen 91+105+161
4-Terpineol 71493 Aromadendren 79+91+161
o- Terpineol 59+81+93 Alloaromadendren 91+105+161
Myrtenal 79+91+107 o- Muurolen 79+105+161
Methylsalicylat 92+120+152 d-Cadinen 91+105+161
Verbenon 91+107+135 v-Cadinen 91+105+161
Trans-3-Pinanon 83+95+109
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2.3.2 Einsatz einer Kalibrationsgasquelle zur qualitativen und quantitativen

Bestimmung der emittierten Kohlenwasserstoffe

Hauptbauelemente der eingesetzten Kalibrationsgasquelle (vgl. Abb. 6) sind ein
temperiertes GefdB3, in dem die Glasfldschchen mit Referenz-Substanzen stehen (im
folgenden ,,Diffusionsraum®) und ein Mischkolben, welcher zur Verdiinnung der hoch
konzentrierten Gasphase der Referenz-Substanzen dient. Der Diffusionsraum besteht
aus einem Glasgefd, dessen Wandung iiber einen Wasserstrom kontinuierlich
temperiert wird. Die Regelung der Temperatur auf 30 °C erfolgte iiber einen
Wasserbad-Thermostaten (Typ Fison Haake L, Fa. Haake, Karlsruhe). In die Wandung
des GlasgefiBBes eingelassen befindet sich eine Gasleitung, welche das Trigergas des
Systems mit einem Volumenstrom von 7,2 1/h in den Diffusionsraum fiihrt. Als
Tragergas dient hochreiner Stickstoff (Qualitdt 5.0). Die Substanzen stehen in diesem
Raum in kleinen Glasflaschchen. Als Diffusionsoberfliche dienen Kapillaren mit
definierten Durchmessern und Léngen, welche in die Glasflaschchen eingesetzt sind.
Lange und Durchmesser der Kapillaren wurden nach dem Diffusionsverhalten,
abhingig vom Dampfdruck der einzelnen eingesetzten Kohlenwasserstoffe gewahlt. Es
wurden unbeschichtete, deaktivierte Quarz-(fused silica)-Kapillaren aus der
GC-Analytik verwendet (Fa. Ziemer Chromatografie GmbH, Mannheim). Im
Glasflaschchen  bildet sich iiber der fliissigen Substanz  schnell der
Sattigungsdampfdruck, welcher zu konstanten Ausstofraten tiber die Kapillare fiihrt.
Die Methode basiert auf dem Phinomen der diffusionskontrollierten Abgabe einer
Substanz aus einem Reservoir in die Gasphase. Die Diffusion einer Substanz wird durch
deren Dampfdruck und durch die Geometrie der Diffusionsfliche bestimmt. Dabei ist
die Diffusion temperatur- und druckabhingig. Die AusstoBrate kann somit als Funktion
der Temperatur, des Dampfdrucks und der Geometrie der Diffusionsfliche beschrieben

werden.
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Elf kommerziell erhéltliche Kohlenwasserstoffe mit einem Reinheitsgrad grofer 97 %
(Fa. Sigma- Aldrich, Deisenhofen) wurden in der Kalibrationsgasquelle jeweils rein in
einzelnen Glasfldschchen eingesetzt. Tabelle 3 zeigt eine Liste der verwendeten

Kohlenwasserstoffe mit den Maflen der jeweiligen Diffusionskapillare.

Tab. 3: Mafle der Diffusionskapillaren. Die Kapillaren bestehen aus Quarz und sind
unbeschichtet und deaktiviert. Sie werden in die Offnungen der Glasflischchen der Referenz-Substanzen
eingesetzt. Lange und Durchmesser der Kapillaren wurden nach dem Diffusionsverhalten, abhéngig vom

Dampfdruck der einzelnen Substanzen, gewahlt.

Verbindung Linge Innendurchmesser
Kapillare Kapillare [mm]
[mm]
Tricyclen 19 0,53
o-Pinen 19 0,53
Camphen 19 0,53
Sabinen 20 0,53
B-Pinen 18 0,53
0-3-Caren 19 0,53
Limonen 20 0,53
Bornylacetat 20 0,53
Methylsalicylat 30 0,53
B-Caryophyllen 17 0,53
Longicyclen 20 0,2

Von dem Diffusionsraum gelangen die Kohlenwasserstoffe im Trigergasstrom in den
Mischkolben. Durch das Einleiten eines zweiten Volumenstroms von Stickstoff in
diesen Kolben kann die Konzentration der Substanzen weiter erniedrigt werden. Fiir die
Regelung der Zuleitung von hochreinem Stickstoff in den Mischkolben stand ein
Durchflussmesser (Fa. Yohogawa Deutschland GmbH, Ratingen) mit einem
Regelbereich von 50 bis 4500 ml min™' zur Verfiigung. Um einen Riickfluss des
Mischgasstroms zur Diffusionskammer und eine damit verbundene Beeinflussung des
Diffusionsverhalten der Kohlenwasserstoffe zu verhindern, wurde zwischen
Diffusionskammer und Mischkolben ein Stromungswiderstand (unbeschichtete,
deaktivierte Quarz-(fused silica)-Kapillare, 0,53 mm ID, Fa. Ziemer Chromatografie
GmbH, Mannheim) eingesetzt. Aus dem Mischkolben werden Proben auf
Adsorptionsr6hrchen gezogen. Hierzu wurden die selben Probenahme-Einheiten,

welche fiir die Emissionsmessungen zum Einsatz kamen, verwendet.
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Abb. 6: Aufbau der Kalibrationsgasquelle. Die Referenz-Substanzen gelangen im
Tragergasstrom vom Diffusionsraum in den Mischkolben, aus dem die Probenahme auf
Adsorptionsrdhrchen erfolgt. Der Trigergasstrom des Systems betréigt 7,2 1h™'. Der Mischgasstrom ist je
nach erforderlichem Verdiinnungsgrad der Quellen-Emissionen zwischen 50 bis 4500 ml min™'
einstellbar. Fiir beide Gasstrome wird hochreiner Stickstoff (Qualitdt 5.0) verwendet. Der Diffusionsraum

der Kalibrationsgasquelle ist auf 30 °C temperiert.

Die Ausstofliraten der Kohlenwasserstoffe der Kalibrationsgasquelle wurden {iber
Differenz-Wiagung der mit Referenz-Substanz gefiillten Glasflischchen (Waage:
Analysenwaage, Sartorius Digital Typ R 160 P, Fa. Sartorius, Gottingen) iiber mehrere
Monate hinweg in Intervallen von ein bis drei Wochen bestimmt. Die meisten der
verwendeten Kohlenwasserstoffe zeigten ein AusstoBverhalten mit gutem bis sehr

gutem Bestimmtheitsmal} der Gewichtsabnahme pro Zeit von 0,887 bis 0,999.
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Abb. 7: Verdampfungsbedingte Gewichtsabnahme von Referenz-Substanzen in
der Kalibrationsgasquelle am Beispiel von o-Pinen. Die Wigungen des mit der Referenz-
Substanz gefiillten Glasflischchens aus der Kalibrationsgasquelle wurden mit einer Analysenwaage
(Typ R 160 P, Fa. Sartorius, Gottingen) vorgenommen. Der Tréigergasstrom der Kalibrationsgasquelle
(hochreiner Stickstoff, Qualitit 5.0) betrug 7.2 1h™'. Der Diffusionsraum der Quelle wurde auf 30 °C

temperiert.

Exemplarisch wird die Gewichtsabnahme gegen die Zeit fiir das Glasflaschchen gefiillt
mit a-Pinen gezeigt (Abb. 7). In Tabelle 4 sind die AusstoBraten und die Werte fiir das
Bestimmtheitsmal3 der Gewichtsabnahme pro Zeit fiir alle Substanzen der

Kalibrationsgasquelle aufgefiihrt.
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Tab. 4: Ausstofiraten der Referenz-Substanzen in der Kalibrationsgasquelle. Der
Trigergasstrom der Kalibrationsgasquelle (hochreiner Stickstoff, Qualitit 5.0) betrug 7,21h™". Der
Diffusionsraum der Quelle wurde auf 30 °C temperiert. Die Bestimmung der AusstoBraten erfolgte tiber

13 Monate.

Ausstoflrate Bestimmtheitsmaf r* der
Verbindung lng h'] Gewichtsabnahme der
Referenz-Substanzen pro Zeit
Tricyclen 13,49 0,99994
o-Pinen 10,61 0,99986
Camphen 9,05 0,99986
Sabinen 7,21 0,99987
B-Pinen 8,48 0,99848
0-3-Caren 4,32 0,99973
Limonen 3,60 0,99805
Bornylacetat 0,34 0,88780
Methylsalicylat 1,08 0,98482
-Caryophyllen 0,09 0,39405
Longicyclen 0,33 0,89640

2.3.2.1 Identifizierung der Kohlenwasserstoffe

Ein Teil der in den Emissionsstudien detektierten Kohlenwasserstoffe wurde unter
Verwendung einer Kalibrationsgasquelle identifiziert. EIf Referenz-Substanzen wurden
in der Kalibrationsgasquelle eingesetzt (vgl. Tab. 3). Aus der Analyse von Gasproben
aus diesem System mittels Thermodesorption/GC/MS konnten diesen Substanzen
charakteristische =~ Massenspektren in  Verbindung mit substanzspezifischen
Retentionszeiten fiir die verwendete GC-Séule zugeordnet werden. Abbildung 8 zeigt
exemplarisch die Massenspektren von Camphen im Vergleich, zum einen das Spektrum
des standardisierten Kohlenwasserstoffs, zum anderen das des von der Pflanze

emittierten Kohlenwasserstoffs.
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Abb. 8: Massenspektrum der Verbindung Camphen. a) Spektrum des von Pinus
sylvestris emittierten Kohlenwasserstoffs, b) Spektrum der Referenz-Substanz. Die
Probenahme des fliichtigen Kohlenwasserstoffs auf Adsorptionsrohrchen erfolgte mit der selben
Probenahme-Einheit. Die Aufnahme der Massenspektren wurde mit einer lonenfalle (lontrap detector

ITD 700, Fa. Finnigan- MAT, Bremen) durchgefiihrt. Ionisationsenergie: 70 eV. Scan-Rate: 2 scans/s.
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Detektierte Substanzen, fiir die keine Referenz zur Verfligung stand, wurden {iber den
Vergleich der aus den Emissionsmessungen der Pflanzen erhaltenen Massenspektren
mit Spektren-Datenbanken (NIST, Gaithersburg, USA; Verlag Wiley- VCH, Weinheim)
bestimmt. Dariiber hinaus wurden unbekannte Substanzen iiber den Vergleich der
Retentionszeiten mit Literaturdaten des relativen Retentionsverhalten nach Kovats
(Kovats, 1958; Davies, 1990) von in Frage kommenden Kohlenwasserstoffen unter

Beriicksichtigung einer guten Ubereinstimmung der Massenspektren identifiziert.

2.3.2.2 Quantifizierung der detektierten Kohlenwasserstoffe

Die Emissionsraten der Kohlenwasserstoffe der untersuchten Pflanzen wurden unter
Verwendung der Kalibrationsgasquelle ermittelt. Dabei dient der Einsatz der
Kalibrationsgasquelle als Methode der Kalibration einer Konzentration einer
Stoffmenge in einem gegebenen Volumen. Bei Kenntnis der AusstoBrate einer Substanz
unter den kontrollierten Bedingungen einer Kalibrationsgasquelle (vgl. Tab. 4) ldsst sich
fiir ein auf ein Adsorptionsrohrchen gegebenes definiertes Probevolumen die hierin
enthaltene  Stoffmenge bestimmen. Diese entspricht einer Signalfliche im
Chromatogramm des desorbierten Adsorptionsrohrchens. Aus den Signalflichen der
GC/MS-Analyse der Emissionsproben kann man somit bei Kenntnis des
Probevolumens auf die Konzentration des untersuchten Kohlenwasserstoffs zuriick

rechnen.

Bei der Probenahme der Kohlenwasserstoffe aus der Kalibrationsgasquelle wurde ein
Probevolumen gewihlt, welches dem Konzentrationsbereich der Emissionsmessungen
an den Pflanzen entspricht und somit in &hnlich groBen Signalflichen resultiert.
Unterschiede in der Empfindlichkeit des GC/MS-Systems, welche bei extremen
Konzentrationsunterschieden der Substanzen auftreten konnen, wurden so als
Fehlerquelle weitestgehend ausgeschlossen und konnten vernachldssigt werden. Fiir die
Erzielung der gewlinschten Konzentrationen der Kohlenwasserstoffe pro
Adsorptionsr6hrchen wurde ein Probevolumen von 200 ml gewdhlt. Bei einem
Volumenstrom von 100 bzw. 50 ml min™' iiber das Adsorptionsrdhrchen wurde ein
besonderes Augenmerk darauf gelegt, dass die Zeitspanne der Probenahme von zwei
bzw. vier Minuten exakt eingehalten wurde. Hohere Volumenstrome des Mischgases,
welche eine Verldngerung der Probenahmezeit ermoglichen wiirden, waren bei diesem
System leider nicht moglich. Die genaue zeitliche Bemessung der Probenahme und die
sehr konstanten AusstoBraten aus der Quelle (vgl. Tab. 4) ermdglichten aber eine gute
Quantifizierung der Kohlenwasserstoffe. Uber die Kenntnis der AusstoBraten unter den

kontrollierten Bedingungen der Kalibrationsgasquelle kann somit einer Fldche eines
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spektroskopischen Signals einer Substanz im MS-Chromatogramm eine Stoffmenge

zugeordnet werden.

In den pflanzlichen Emissionen detektierte Kohlenwasserstofte, fiir die keine Referenz-
Substanzen zur Verfligung standen, wurden ebenfalls mit den vorhandenen Referenzen
quantifiziert. Hierbei musste der unterschiedlichen lonisierung der Substanzen im
Massenspektrometer je nach Molekiilstruktur Rechnung getragen werden. Substanzen,
fir die keine Referenz zur Verfiigung stand, wurden daher mit strukturell &hnlichen
Komponenten der Kalibrationsgasquelle kalibriert. Fiir die Quantifizierung wurde das
Verhéltnis der Signalflichen von charakteristischem Fragment-lon zum Total-
lonenstrom (total ion current TIC) einer Substanz im Chromatogramm bestimmt.
Dieses Verhéltnis ist von Substanz zu Substanz unterschiedlich. Grundsitzlich ist der
Anteil der Signalflache des Fragment-lons an der Signalfldche des TIC um so grofer,
desto leichter ein charakteristisches Fragment-lon durch die Ionisation im
Massenspektrometer aus dem Gesamtmolekiil hervorgeht. Fiir die Quantifizierung von
emittierten Substanzen mit entsprechenden Referenz-Substanzen ist dieses Verhiltnis
zundchst nicht von Bedeutung, da die Quantifizierung iiber das charakteristische
Fragment-lon erfolgt. Damit wird verhindert, dass Fragmente, welche dem
Untergrundrauschen der MS-Analyse zuzurechnen sind, welche also nicht aus der
Ionisierung der untersuchten Substanz hervorgehen, mit in die Quantifizierung der
Substanz eingehen. Will man aber eine Substanz ohne Referenz mit den AusstoBBdaten
einer verfligbaren Referenz quantifizieren, miissen diese Unterschiede von Total-
Signalfliche und Fragment-Signalfliche aufgrund des  verschiedenartigen
Ionisierungsverhaltens Beriicksichtigung finden. Der Vergleich der ermittelten
Verhiéltnisse von Total-Signalfliche und Fragment-Signalfliche zwischen einem
Kohlenwasserstoff mit verfligbarer Referenz (z.B. «-Pinen) und der zu
quantifizierenden Substanz ergibt einen Faktor, welcher, multipliziert mit der
Signalfliche des charakteristischen Fragments dieser Substanz, die Differenz der
Ionisierung beider Substanzen ausgleicht. Mit der Anwendung dieses Faktors erhélt
man also eine auf die verfiighare Referenz normierte Signalfliche fiir die zu
quantifizierende Substanz. Diese kann nun mit den AusstoBdaten der Referenz-Substanz

aus der Kalibrationsgasquelle quantifiziert werden.
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2.4 Berechnung der Standard-Emissionen biogener fliichtiger

Kohlenwasserstoffe mit Hilfe von empirischen Algorithmen

Grundsitzlich bendtigen die in Feld- und Laborstudien erzielten Emissionsdaten — da
sie temperatur- und lichtabhéngig sind — eine Standardisierung, welche einen Vergleich
der Daten sowohl verschiedener Spezies als auch gleicher Spezies unterschiedlicher
Lebensrdume ermdglicht. Dabei wird in der Literatur kontrovers diskutiert, welche
Einfluss-Parameter in solchen Standardisierungsverfahren eine Beriicksichtigung finden
miissen (Tingey & Manning, 1980; Tingey, 1981; Guenther et al., 1993; Guenther,
1999; Steinbrecher et al., 1999). Grundlage fiir die Berechnung von standardisierten
Emissionen  (im  folgenden  ,Standard-Emissionen®)  biogener  fliichtiger
Kohlenwasserstoffe sind in der vorliegenden Arbeit zwei Algorithmen, welche
entweder nur die Temperaturabhingigkeit der Emissionen (nach Tingey & Manning,
1980) oder eine Temperatur- und eine Lichtabhingigkeit der Emissionen (nach
Guenther, 1997) berticksichtigen.

Der Algorithmus nach Tingey & Manning (1980) geht fiir die Modellierung der
Monoterpen-Emissionen von Waldbdumen von einer temperaturgetriebenen Abgabe
dieser Verbindungen aus. Die Emissionen sind dabei reine Verdampfungsvorginge aus
Speicherrdumen, wie sie z.B. Harzkanile bei Pinus darstellen. Der Algorithmus setzt
sich aus einem Standard-Emissions-Faktor und einem Temperatur-Term zusammen
(Gleichung 1).

EXY = Efy -expB-(T-T))] (1)

mit:

pool

E w = temperaturabhingige Kohlenwasserstoff-Emission aus Speicherrdumen

E KWP = Standard-Emissions-Faktor (Emission bei einer Temperatur = 303 K)

T = Temperatur des Pflanzengewebes [K]
T, = Standardisierte Temperatur (303 K)

B = empirischer Parameter (0,09)

AuBlerdem wurde der Algorithmus nach Guenther (1997) auf die gemessenen
Emissionsdaten angewendet. Dieser fasst zwei Ansétze der Darstellung der temperatur-
und der lichtabhingigen Kohlenwasserstoff-Emission bei Pflanzen zusammen

(Gleichung 2 ): Zwei Terme beschreiben zum einen die physikalisch bedingte Emission
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(Term 1, s. Gleichung 3, er wurde in dieser Art zuerst von Tingey et al. 1991
beschrieben) und zum anderen die physiologisch bedingte FEmission der
Kohlenwasserstoffe (Term 2, s. Gleichung 4, er wurde von Guenther (1997) postuliert).
Im Term 1 wird der Emission aus Speicherrdumen der Pflanze Rechnung getragen.
Diese ist als physikalische GroBe zu beschreiben, da diese Emission die
temperaturgetriebene Abgabe von gespeicherten Substanzen an der Oberfldche der
Pflanze darstellt. Bestimmender Faktor der Emissionsrate ist hier also die Temperatur,
welche aufgrund unterschiedlicher Dampfdriicke der einzelnen, von der Pflanze
gebildeten Kohlenwasserstoffe fiir die Menge und die Zusammensetzung der Emission
verantwortlich ist. Zudem beeinflusst der Diffusionswiderstand des Pflanzengewebes
und der Kutikula die Emissionsrate dieser temperaturgetriecbenen Abgabe von
Kohlenwasserstoffen.

Der zweite Term des Algorithmus (Gleichung 4) erfasst die physiologisch bedingte
Emission der fliichtigen Kohlenwasserstoffe. Dieser Term wird durch den Einfluss von
Temperatur und photosynthetisch aktiver Strahlung PAR auf den physiologischen
Zustand der Pflanze allgemein und insbesondere der de novo-Biosynthese der
pflanzlichen Kohlenwasserstoffe bestimmt. Einflussnehmende Faktoren sind hier
sowohl der Aktivierungs-Zustand von licht- und temperaturregulierten Enzymen des
Isoprenoid-Stoffwechsels als auch die Verfiigbarkeit von Energie- und

Reduktionsidquivalenten aus der Photosynthese.
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Epw = EXy + EQ3™ @)

mit:
C T-T
expl €1 (T-T)
) S R T-T
EGw = Ex - S 3)
T-T
C, +exp —=- (I-Ty)
} R TT,
und:
Xp{cn. <T-Ts>}
ESyth _ pSS a-L ) R T-T,
kw  — Lkw "L 4
Jiva? 2| Cy, (T-T,) @
- +exp .
’ R T-T,
wobei
E KWPOOI = temperaturabhingige Kohlenwasserstoff-Emission aus Speicherrdumen
E Kwsymh'= temperatur- und lichtabhéngige Emission, hervorgehend aus der de novo-

Biosynthese der abgegebenen Kohlenwasserstoffe

P,S . . .
E y = Standard-Emissions-Faktor (Emission bei einer Temperatur = 303 K)

S.S . . .
E .y = Standard-Emissions-Faktor (Emission bei einer Temperatur =303 K und

einer PAR = 1000 pmol m?s™")

T = Temperatur des Pflanzengewebes [K]

T, = Standardisierte Temperatur (303 K)

Ty = kritische Temperatur der Enzym-Denaturierung (314 K)

Cr1 = empirischer Parameter (95.000 J mol™")

Cr, = empirischer Parameter (230.000 J mol™")

Cr3; = empirischer Parameter (0,961)

o = empirischer Parameter (0,0027)

CL = empirischer Parameter (1,066)

L = Lichtintensitit iiber dem Pflanzengewebe in PAR [pmol m™ s™']
R = allgemeine Gaskonstante R (= 8,314 J mol' K™")
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Die Anwendung der einzelnen Algorithmen auf ermittelte Emissionsdaten erfolgte in
der Vergangenheit mit unterschiedlichen Gewichtungen. So wurde fiir die Monoterpen-
Emissionen von harzbildenden Koniferen bis jetzt lediglich der Algorithmus der
pool-bestimmten Emissionen als ModellierungsgroBBe zu Grunde gelegt (nach Tingey &
Manning, 1980). Hingegen fand der Algorithmus, welcher die physiologische Emission
beschreibt, hauptsidchlich Anwendung fiir die Modellierung der Isopren-Emissionen von
Laubbdumen (nach Guenther, 1997). In der vorliegenden Arbeit erfolgte die
Anwendung der Algorithmen auf Emissionsdaten einer ganzen Vegetationsperiode. Die
Anwendung der Modellierung auch unter Einbeziehung der physiologischen
Abhéngigkeit der Emission sollte zeigen, inwieweit dem entwicklungsphysiologischen
Zustand der untersuchten Art Pinus sylvestris mit diesen Algorithmen Rechnung

getragen werden kann.

2.5 Beschreibung eines numerischen Algorithmus fiir die Modellierung der

de novo-Biosynthese von fliichtigen organischen Kohlenwasserstoffen

Die Fragmente der untersuchten Cs- bis C;s-Kohlenwasserstoff-Molekiile, welche aus
der Ionisation in der Ionenfalle eines Massenspektrometers hervorgehen, zeigen {iber
eine Breite der Masse-zu-Ladung-Verhiltnisse m/z von z.B. 93 bis 204 typische
Massenspektren, welche eine Identifizierung der Kohlenwasserstoffe und eine
Herleitung der Elementverteilung im Molekiil zulassen. Beispielsweise stellt das
Fragment der m/z =93 typischerweise eine Kohlenwasserstoff-Struktur aus sieben
C-Atomen als Bruchstiick des Gesamtmolekiils eines Cio- oder Cis5- Kohlenwasserstoffs
dar. Werden nun "“C-Atome durch das Isotop "“C ersetzt, kommt es aufgrund der
groBBeren Masse zu einer Verschiebung des m/z-Verhiltnisses der Fragmente. Ein
C;-Fragment hat dann ein m/z- Verhiltnis groBer 93. Die durch die photosynthetische
Assimilationstétigkeit der Pflanze ermoglichte Aufnahme und der Einbau von mit dem
Isotop "*C versehenem "*CO, in ein Terpen-Molekiil fiihrt auf gleiche Weise zu einer
Verschiebung des m/z-Verhidltnisses im Massenspektrum einer von der Pflanze
emittierten Substanz. Dabei spiegelt der zeitliche Verlauf der Verschiebung das
Assimilations- und Inkorporationsverhalten der Pflanze wider. Verfolgt man also das
Auftreten von °C -markierten Kohlenwasserstoff-Emissionen einer Pflanze nach einer
3C0,-Exposition, lassen sich Aussagen sowohl zu der Geschwindigkeit der Isoprenoid-
Biosynthese als auch zum Zusammenhang von Photosynthese und Biosynthese der

emittierten Verbindungen machen.
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Geht man fiir den metabolischen Einbau von markiertem Kohlendioxid in Isoprenoide
von einer statistischen Verteilung, d.h. ohne bevorzugte Inkorporation von
assimiliertem Kohlenstoff auf einer bestimmten Position im Isoprenoid-Gertist aus, so
kann man auf dieser Grundlage das zeitliche Verhalten der aus dieser Biosynthese
resultierenden Terpen-Emissionen rechnerisch simulieren. Die Simulation beruht dabei
auf dem Prinzip des kontinuierlich geriihrten Kessel-Reaktors (Baerns et al., 1992). Er
stellt den Austausch zweier Stoffe A und B in einem Reaktionskessel in einer
bestimmten Zeit dar. Dabei entscheidet das Verhiltnis von dem Volumen des
Reaktionskessels zu dem Stoff-Fluss durch den Reaktionskessel iiber die mittlere
Verweildauer eines Molekiils im Kessel und damit tiber die Zeit, welche bendotigt wird,

um Stoff A gegen Stoff B auszutauschen.

Auf dieser Grundlage wurde ein numerisches Modell entwickelt, welches die
Simulation des pflanzlichen BC-Einbaus in Mono- bzw. Sesquiterpene erlaubt.
Ausgehend von den Massenspektren unmarkierter Kohlenwasserstoffe kann mit Hilfe
der Modellrechnung die m/z- Verschiebung im Massenspektrum dargestellt werden. Fiir
das Auftreten von *C-Atomen im Molekiil wurde fiir Mono- und Sesquiterpene eine
statistische Verteilung des Einbaus von assimiliertem '*C-Kohlenstoff angenommen.
Die Wahrscheinlichkeit des Einbaus kann dann mit Hilfe der Binominalverteilung fiir
alle Positionen im Molekiil errechnet werden (Chung, 1978). Durch den Vergleich und
die Anpassung der erhaltenen modellierten Spektren an die gemessenen Spektren von
emittierten Verbindungen einer Pflanze nach einer 13C02- Exposition kann der zeitliche
Verlauf von Assimilation und Einbau von '*C nachvollzogen werden. Zur

Verdeutlichung der Vorgehensweise wurde ein Schema der Modellierung entworfen
(Abb. 9).
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Abb. 9: Schema der Modellierung des BC-Kohlenstoff-Einbaus in Terpene.
Abkiirzungen: Py = rel. Anteil von B0, an der Kiivettenluft, Pgymin= rel. Anteil der BC0,-Molekiile am

Isoprenoid-Syntheseort, Px(M)= rel. Anteil von “C-Atomen im Molekiil.

Die Modellierung kann formal wie folgt dargestellt werden:

® Berechnung des zeitlichen Verlaufs der 13C02-K0nzentration in der Kiivettenluft:

-t
Vi
|\ Qk

Pk =1—exp

44

S))

wobei t = vergangene Zeit nach Umschaltung der Gaszufuhr von '2CO, auf *CO in [s];

Vi = Volumen der Zweig-Kiivette in [1] ; Qx = Luftdurchsatz der Kiivette in [1 s™'].
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® Berechnung des zeitlichen *C-Flusses im Biosynthese-System der Pflanze (in
Analogie zu einem Riihrkessel-Kaskaden-Modell):

=n-1 1 —-n- t
F(t)=04 pg,, =1-|1+ Z’ [ } ~exp[ J 6)
ges

T

ges

mit n = Anzahl der Kessel ; Tges =1tn; 1= Vi/Qk; Vk = Volumen der Einzelkessel
(Kompartimente) in [1] ; Qg = Luftdurchsatz der Kiivette in [l s'!]. Dabei stellt Psynth
den Anteil des in Terpen-Molekiilen wiedergefundenen Kohlenstoffs aus der direkten

de novo-Biosynthese dar.

® Berechnung der Hiufigkeitsverteilung von “C-Atomen im Terpen-Gertist als

Funktion von psynh :

n X n—x
b (X,1,Pgy ) = (X] Psyan (1~ Psyurn) (7)

Gleichung (7) beschreibt die Wahrscheinlichkeit b (x, n, psyan), dass genau
x C-Atome in einem C;s-Kohlenwasserstoff (n = 15) vorkommen, wenn der relative
BC-Gehalt psynn betrigt (z.B. [PC)/[*C]1=1 2 psynn =0.5) .

® Berechnung der erwarteten Massenspektren bei statistisch verteiltem Einbau der

BC- Atome in das Molekiilgeriist:

p(x)= [TJ[I::D:J 8
(Nj ®)

n

Die Anzahl der *C-Atome (M) in einem C,s-Molekiilgeriist (n=15) bestimmt die
Wahrscheinlichkeit p (x), mit welcher x BC-Atome in einem Fragment N vorkommen
(hypergeometrisch-verteilte Zufallsvariable).
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3 Ergebnisse

Die Emissionen von Kohlenwasserstoffen aus Pflanzen tragen, neben anthropogen
emittierten Kohlenwasserstoffen, bedeutend zur Chemie der Atmosphére unserer Erde
bei. Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, wichtige Emissionsquellen zu charakterisieren
und zu quantifizieren. Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse von Studien zu
der saisonal bestimmten Quellstdrke von Kohlenwasserstoff-Emissionen von der Kiefer
als borealem Waldbaum und zu dem Emissionsverhalten des Ginkgo als einer
ausgesuchten Art unter Beriicksichtigung der Biosynthese der fliichtigen
Kohlenwasserstoffe vorgestellt. Zudem werden Ergebnisse aus Untersuchungen des
Emissionsverhaltens an Braunalgen der Gattung Fucus als Vertreter von sehr

urspriinglichen Organismen beschrieben.

3.1 Untersuchungen zu der jahreszeitlichen Anderung der Zusammensetzung
und dem Emissionsverhalten von fliichtigen Kohlenwasserstoffen bei Pinus

sylvestris L. und Pinus nigra L.

An den Arten Pinus sylvestris L. und Pinus nigra L. wurden Untersuchungen zum
Emissionsverhalten fliichtiger Kohlenwasserstoffe durchgefiihrt. Die Untersuchung der
Abhéngigkeit dieser Emissionen von meteorologischen Parametern wie Temperatur und
Lichtintensitdt sowie von entwicklungsphysiologischen Parametern wie die
jahreszeitlichen Anderungen der Emission waren ein Ziel der vorliegenden Arbeit.
Diese als exogen und endogen zu charakterisierenden Faktoren wurden fiir Pinus
sylvestris tiber die Vegetationsperiode 1998 monatlich von April bis Oktober und im
Jahr 1999 in den Monaten Mai, Juli und Oktober mit Hilfe von zwei
53 1-Zweig-Kiivetten untersucht. Fiir Pinus nigra wurden die Feldmessungen in den
Monaten August, September und Oktober des Jahres 1998 mit einer
53 1-Zweig-Kiivette durchgefiihrt. Als Standort der beiden untersuchten Arten wurde
ein durch langjdhrige meteorologische Datenaufzeichnung gut erfasster geforsteter
Kiefernbestand in Hartheim, Ndhe Freiburg gewihlt. Der Bestand wurde 1969 mit
zweijdhrigen Setzlingen auf dem sandig-kiesigen Boden der nahen Rheinniederung
angelegt. Trotz der Ndhe zum Rhein ist der Standort, bedingt durch eine Absenkung des
Grundwassers unter den Wurzelbereich der Bdume wund die geringe
Wasserspeicherkapazitdt des Bodens, als trocken einzustufen (Reif, 1996). Die
untersuchten Bidume der Art P. sylvestris hatten zur Zeit der Messungen eine Hohe von
etwa 15 m. Die Studien wurden im gut mit Licht versorgten Kronenbereich von zwei
Bdumen direkt im Forst an einem Messturm durchgefiihrt. Fiir Messungen an P. nigra
wurde ein Baum von ca. 10 m Hohe an einem Waldweg gewdahlt. Auch hier wurden die

Untersuchungen im Kronenbereich von einem begehbaren Turm aus vorgenommen. Bei
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allen Untersuchungen wurden die Kiivetten mindestens 10 Stunden vor den
Emissionsmessungen (Vorabend des ersten Messtags) installiert. In dem genannten
Forst unterhdlt die Universitdt Freiburg eine meteorologische Station. Die hier
regelmédBig aufgezeichneten meteorologischen Parameter wurden fiir den

Untersuchungszeitraum freundlicherweise zur Verfiigung gestellt.

3.1.1 Entwicklungsphysiologisch bedingte Griofieniinderung der emittierenden

Nadeloberfliche bei den untersuchten Pinus- Arten

Emissionsraten werden in der vorliegenden Arbeit auf die Nadeloberfliche der
emittierenden Zweige bezogen. Die Bestimmung der Nadel-Gesamtoberfliche der
untersuchten Zweige erfolgte im Monat Oktober der Jahre 1998 und 1999, jeweils nach
der letzten Messkampagne des jeweiligen Jahres. Die Nadeln wurden von den Zweigen
geerntet und nachfolgend das Nadelfrischgewicht bestimmt. Von der gesamten
Nadelmenge wurden 50 Nadeln separiert und mittels eines Fotokopiergerites
zweidimensional projiziert. Die Flichenbestimmung erfolgte mit einer Referenzfldche
mittels Wégung der projizierten Flichen und der Referenzfldche. Die Umrechnung der
zweidimensionalen Nadelfldche auf die dreidimensionale Nadelfldche erfolgte mit Hilfe
eines Rechenfaktors fiir Kiefernnadeln. Dieser betrug 2,56 (nach Peterer & Korner
1990). Uber die Bestimmung des Frischgewichts dieser somit flichenmiBig definierten

Nadeln konnte die Nadel-Gesamtoberfldche der untersuchten Zweige bestimmt werden.

Zeitlich ausgedehnte Untersuchungen des Emissionsverhaltens iiber das Jahr hinweg
miissen der Anderung der Nadeloberfliche durch Wachstum Rechnung tragen. Die
Ermittlung des Wachstums der untersuchten Zweige wurde fiir Pinus sylvestris mit
Hilfe einer Bildauswertung normierter Fotografien vorgenommen. Hierfiir wurden bei
jeder Messkampagne Fotografien von den Zweigen auf Rasterpapier gemacht. Die
Vermessung einiger gut sichtbarer Nadeloberflichen diente zur Abschédtzung des
Nadelzuwachses iiber die Vegetationsperiode hinweg. Der Abwurf toter Nadeln ab den
Sommermonaten wurde in die Bestimmung der Emissionsfliche der Zweige mit
einbezogen. Die aufgefiihrten Nadel-Gesamtflichen (Summe aller Nadelfldchen eines
Zweiges), ausgehend von den Nadel-Gesamtflichen des Monats Oktober 1998 bzw.
1999 (Emnte der Zweige bei der letzten Messkampagne des jeweiligen Jahres und

nachfolgende Nadelflachenbestimmung), wurden als Emissionsfldche definiert (Tab. 5).
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Tab. 5: Grofieniinderung der emittierenden Nadeloberfliche bei Pinus sylvestris.
Die aufgefiihrten Nadel-Gesamtflichen wurden unter Zuhilfenahme einer Bildauswertung auf der Basis

von Rasterpapier-normierter Fotografien der Zweige ermittelt. Abkiirzung: n.b. = nicht bestimmt.

Jahr/Monat Nadel-Gesamtfliche des Nadel-Gesamtfliche des
untersuchten Zweigs, Baum 1 | untersuchten Zweigs, Baum 2
[m’] [m’]

1998
Mirz 0,049+0,003 0,066 0,003
April 0,056 +0,002 0,075 £0,003
Juni 0,087 £0,005 0,116 £0,004
Juli 0,112 +£0,006 0,149 +£0,007
August 0,131 +£0,002 0,174 £0,003
September 0,125 0,003 0,166 +0,005
Oktober 0,125 +0,003 0,166 +£0,005

1999
Mai 0,092 +0,005 0,144 +£0,004
Juli 0,185 +0,008 0,289 10,009
Oktober n.b. 0,321 £0,008

Eine deutliche Zunahme der Nadel-Gesamtfliche wird bis in die Sommermonate
beobachtet. In den Monaten August bis September &ndert sich die emittierende Nadel-
Gesamtfldche hingegen nur wenig. Zu dieser Zeit ist der jéhrliche Nadelzuwuchs

abgeschlossen.

3.1.2 Die Kohlenwasserstoff-Emission bei Pinus sylvestris L. und Pinus nigra L.

zu verschiedenen Jahreszeiten

Zur Verdeutlichung der tages- und jahreszeitabhidngigen Emissionen von Pinus
sylvestris und Pinus nigra werden die Ergebnisse der Untersuchungen in der Summe
aller untersuchten fliichtigen Isoprenoide dargestellt. Hierbei handelt es sich um
insgesamt 28 Einzelverbindungen, die im folgenden zur Vereinfachung als

Terpen-Gesamt- Emission bezeichnet werden.
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Die Abgaberaten der Kohlenwasserstoffe von Pinus sylvestris wurden im Abstand von
zwei Stunden bestimmt. Aus den so ermittelten Tagesgidngen der Emission (Abb. 10),
welche an zwei aufeinander folgenden Tagen pro Monat aufgenommen wurden,
ergeben sich Datensédtze fiir die Vegetationsperiode 1998 (Mérz bis Oktober fiir P.
sylvestris; August, September und Oktober fiir P. nigra) und fiir drei Monate in 1999
(Mai, Juli und Oktober nur fiir P. sylvestris).

(m— Terpen-Gesamt-Emission " mittl. PAR ~* mittl. Temperatur (Wert *10)
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Abb. 10: Tagesgang der Terpen-Gesamt-Emission bei Pinus sylvestris. Exemplarisch
gezeigt ist ein Tagesgang der Terpen-Gesamt-Emissionen fiir den Baum 1, ermittelt am 26.08.1998.
Grundsitzlich wurden die Emissionen an zwei Bdumen mittels der Kiivettentechnik gemessen. Es wurden
ca. 30 cm lange Zweige verwendet. Die meteorologischen Parameter Temperatur und Lichtintensitét
(PAR) in der Zweig-Kiivette wurden parallel zu der Probenahme der Kohlenwasserstoff-Emissionen

ermittelt. Verwendetes Messsystem: kombinierter Messfiihler, Fa. PP-Systems.

Die Kohlenwasserstoff-Emissionen unterliegen deutlichen Anderungen iiber den Tag
hinweg. Hierbei folgen sie grundsitzlich den Temperatur- und Lichtverhéltnissen zu

verschiedenen Tageszeiten.

Die Kiivetten-Studien ergaben deutliche jahreszeitliche Anderungen in den
Emissionsraten fliichtiger Kohlenwasserstoffe der beiden untersuchten Biume
(Abb. 11). Dabei wurden zudem Unterschiede in den Emissionsraten der Summe aller
untersuchten Kohlenwasserstoffe fiir die Jahre 1998 und 1999 ermittelt.
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Abb. 11: Terpen-Gesamt-Emission bei Pinus sylvestris, gemessen. Die Emissionen
wurden an zwei Bdumen (Baum 1 u. Baum 2) mittels der Kiivettentechnik in den Jahren 1998 und 1999
gemessen. Es wurden ca. 30 cm lange Zweige untersucht. Die Emissionsraten stellen Mittelwerte aus
jeweils mittleren Tagesemissionen (8.00-18.00h) zweier aufeinander folgender Messtage dar.

Abkiirzung: n.b. = nicht bestimmt.

Die Emissionen, welche im Jahr 1998 gemessen wurden, stiegen im Friihjahr bis in die
Sommermonate Juni und Juli, und gingen ab August deutlich auf Werte unter
100 pmol m™? s zuriick. Sie lagen in den Spatsommer- und Herbstmonaten deutlich
unter den Frithjahr-Emissionen. Die Hohe der Abgaberaten der Gesamt-
Kohlenwasserstoffe bei P. sylvestris verlduft dhnlich wie die mittleren Temperaturen
und eingeschriankt auch #Zhnlich der photosynthetisch aktiven Strahlung PAR in der
Kiivette (Abb. 12). Die meteorologischen Messwerte stellen Mittelwerte aus jeweils

mittleren Tageswerten (8.00-18.00h) zweier aufeinander folgender Messtage dar.
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Abb. 12: Temperatur- und Lichtverhiltnisse in der Zweig-Kiivette wihrend der
Probenahme von Kohlenwasserstoff-Emissionen. a) Baum 1, b) Baum 2. Die
Messwerte stellen Mittelwerte aus jeweils mittleren Tageswerten (8.00-18.00h) zweier aufeinander
folgender Messtage dar. Sie wurden parallel zu der Probenahme der Kohlenwasserstoff-Emissionen

ermittelt. Verwendetes Messsystem: kombinierter Messfiihler, Fa. PP-Systems.
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Der Vergleich der Temperatur- und Lichtverhiltnisse in den beiden Kiivetten
untereinander zeigt, dass die Hohe der Emissionsraten nicht proportional zu diesen
Parametern ist. Die Bdume weisen fiir diese Gesamt-Kohlenwasserstoff-Emission somit
eine gewisse Individualitdt auf. So sind die Emissionen von Baum 2 im Jahr 1998 bei
ghnlichen Temperatur- und Lichtverhiltnissen in den beiden Kiivetten um
durchschnittlich 70 % hoher als bei Baum 1.

Neben den Emissionsmessungen an Pinus sylvestris wurden in der zweiten Jahreshélfte
1998 vergleichende Emissionsmessungen an Pinus nigra durchgefiihrt. Es wurde die

Terpen-Gesamt-Emission bestimmt (Abb. 13).
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Abb. 13: Terpen-Gesamt-Emission bei Pinus nigra, gemessen im Jahr 1998.
Die Emissionen wurden mit Hilfe der Kiivettentechnik an einem ca. 40 cm langen Zweig ermittelt. Die
Emissionsraten stellen Mittelwerte aus jeweils mittleren Tagesemissionen (8.00-18.00h) zweier
aufeinander folgender Messtage dar. Die meteorologischen Parameter Temperatur und Lichtintensitét
(PAR) in der Zweig-Kiivette wurden parallel zu der Probenahme der Kohlenwasserstoff-Emissionen

ermittelt. Verwendetes Messsystem: kombinierter Messfiihler, Fa. PP-Systems.

Die Emissionsraten der Terpen-Gesamt-Emission liegen bei Pinus nigra in der gleichen
GroBenordnung wie bei Pinus sylvestris, sind aber im Monat August bedeutend erhoht.
Vergleichbar den Kohlenwasserstoff-Emissionen von P. sylvestris zeigen auch die
Emissionsraten von Pinus nigra eine Abhingigkeit von der Temperatur und bedingt

auch von den Lichtverhéltnissen in der Zweig-Kiivette.
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3.1.3 Zusammensetzung der Kohlenwasserstoff-Emission im jahreszeitlichen
Verlauf

Die bisher dargestellte Terpen-Gesamt-Emission der fliichtigen Kohlenwasserstoffe
setzt sich wie bereits erwdhnt aus 28 detektierten Einzelsubstanzen zusammen. Es
wurden Isopren und neun Monoterpene (Abb. 14 und 15) sowie 18 Sesquiterpene und
sauerstofthaltige Verbindungen (Abb. 17 und 18) fiir die Jahre 1998 und 1999
gefunden.

Die untersuchten Verbindungen a-Pinen, B-Pinen, 8-3-Caren und Camphen sind in der
Gruppe der Monoterpene die Hauptkomponenten der Emission beider untersuchter
Bidume fiir die Vegetationsperiode 1998 (Abb. 14). Sie zusammen tragen
50-90 mol-% Kohlenstoff (Einheit im folgenden C-mol-%) zu der Terpen-Gesamt-
Emission bei. Ebenso wie bei der Hohe der Terpen-Gesamt-Emission ist auch bei der
Zusammensetzung dieser Emission eine gewisse Individualitéit der untersuchten Bdume

zu erkennen.
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Abb. 14: Zusammensetzung der Terpen-Gesamt-Emission bei P. sylvestris. Isopren
und Monoterpene. Messungen an Baum 1. Die prozentualen Anteile der Einzelkomponenten
an der Gruppe des Isopren und der Monoterpene stellen Mittelwerte aus jeweils mittleren
Tagesemissionen (8.00-18.00h) zweier aufeinander folgender Messtage dar. Die Emissionen wurden

mittels der Kiivettentechnik in den Jahren 1998 und 1999 gemessen. Abkiirzung: n.b. = nicht bestimmt.
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Abb. 15: Zusammensetzung der Terpen-Gesamt-Emission bei P. sylvestris. Isopren
und Monoterpene. Messungen an Baum 2. Die prozentualen Anteile der Einzelkomponenten
an der Gruppe des Isopren und der Monoterpene stellen Mittelwerte aus jeweils mittleren
Tagesemissionen (8.00-18.00h) zweier aufeinander folgender Messtage dar. Die Emissionen wurden

mittels der Kiivettentechnik in den Jahren 1998 und 1999 gemessen.

Baum 1 emittiert als Hauptkomponente 5-3-Caren, gefolgt von a-Pinen, wohingegen
bei Baum 2 8-3-Caren fast ganz fehlt und die Hauptkomponenten hier o-Pinen und
B-Pinen sind (Tab. 6). Der Anteil der Emission von Sabinen an der Terpen-Gesamt-
Emission ist bei diesem Baum etwas hoher als bei Baum 1 (allerdings war die
Quantifizierung der Komponente Sabinen durch eine Uberlagerung einer unbekannten

anderen Substanz im Massenspektrum grundsétzlich erschwert).

Ahnliche Verhiltnisse fiir die Zusammensetzung der Emissionen zeigen sich auch fiir
das Jahr 1999. Fiir die Messungen dieses Jahres wurden andere Zweige von jeweils dem
gleichen Baum des Vorjahres ausgewi#hlt. Leider konnten aufgrund technischer
Probleme fiir den Monat Oktober fiir Baum 1 keine Emissionen bestimmt werden. Fiir
die anderen Monate wurden auch fiir die Emissionen in 1999 die Unterschiede in den
Anteilen der Verbindungen 6-3-Caren und -Pinen fiir die beiden Baume gefunden. Fiir
Baum 1 liegen die Anteile der Emissionen von o-Pinen und 3-3-Caren an der Terpen-
Gesamt-Emission wie schon 1998 iiber 65 C-mol-%. Baum 2 zeigt fiir 1999 einen
erhohten Anteil von Camphen, welcher bei bis zu 17 C-mol-% der Terpen-Gesamt-

Emission und damit in der Gr6Be der Abgaberaten von B-Pinen liegt.
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Tab. 6: prozentualer Anteil der Monoterpene o-Pinen, 3-Pinen 5-3-Caren und
Camphen an der Terpen-Gesamt-Emission. Die prozentualen Anteile (in
mol-% Kohlenstoff C) stellen Mittelwerte aus jeweils mittleren Tagesemissionen (8.00-18.00h) zweier
aufeinander folgender Messtage dar. Die Emissionen wurden mittels der Kiivettentechnik in den Jahren

1998 und 1999 gemessen. Abkiirzung: n.b. = nicht bestimmt.

Gemeinsamer
Anteil der vier
o-Pinen -Pinen 0-3-Caren | Camphen
(C-mol-%] | [C-mol-%] | [C-mol-%] | [C-mol-%] | | Pene an der
Baum 1 Gesamtemission
1998 [C-mol-%]
Mairz 28.5 1,9 51,6 9,0 91,0
April 25,9 4,1 48,4 5,9 84.3
Juni 12,1 3.6 67,7 2,9 86,3
Juli 31,0 4,8 39.9 4,6 80,4
August 15,7 25,6 30,7 2.4 74,4
September 32,3 4.2 47.8 5.1 89,4
Oktober 29,5 2,8 56,2 2,3 90,7
1999
Mai 16,9 3.1 50,7 3.0 73,7
Juli 20,7 0,9 68.9 1,5 92,0
Oktober n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
Baum 2
1998
Mairz 39,1 20,0 0,4 10,2 69,7
April 40,3 22,6 0,7 9.1 72,7
Juni 36,6 15,6 0,3 12,1 64,7
Juli 39,5 16,3 0,3 9,0 65,1
August 47,2 223 0,8 7,0 77,3
September 56,5 13,2 4,6 10,9 85,2
Oktober 29.8 43,2 0,6 1.4 75,0
1999
Mai 28.8 20,7 0,2 12,4 62,0
Juli 54,0 12,4 0,7 16.8 84,0
Oktober 54,9 15,2 5.8 11,3 87,2
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Am Beispiel von 8-3-Caren und o-Pinen kann gezeigt werden, dass das Verhiltnis der
Hauptkomponenten der Emission zueinander jahreszeitlichen Anderungen beziiglich der
Hohe der Abgaberaten unterliegt (Abb. 16).
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Abb. 16: Verhiltnis der Emissionsraten von 0-3-Caren und o-Pinen zueinander.
Ergebnisse der Messungen an Baum 1 des Jahres 1998. Die Emissionsraten stellen Mittelwerte aus

jeweils mittleren Tagesemissionen (8.00-18.00h) zweier aufeinander folgender Messtage dar.

Fiir die meiste Zeit des Jahres 1998 wird in der Entwicklung des Verhéltnisses kein
Trend deutlich. Allerdings steigt im Monat Juni der Anteil von d-3-Caren an der
Terpen-Gesamt-Emission verglichen mit dem Anteil von o-Pinen deutlich an. Dies ist
die Zeit, in der von der Kiefer neu angelegte Nadeln schon deutlich ausgetrieben sind

und zur Emission der untersuchten Zweige bedeutend beitragen.

Neben den Emissionen von Monoterpenen wurden auch das Abgabeverhalten von
P. sylvestris bezliglich Terpenen hoherer Ordnung und sauerstofthaltiger Verbindungen
und deren Beitrag zur Terpen-Gesamt-Emission untersucht. In der Gruppe der
Sesquiterpene und der sauerstoffhaltigen Kohlenwasserstoffe (Abb. 17) sind 1998 die
Hauptkomponenten fiir beide untersuchten Baume 1,8-Cineol und Kampfer. Sie tragen

noch bis zu 18 C-mol-% (vgl. Tab. 7) zur Terpen-Gesamt-Emission bei.
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Abb. 17: Zusammensetzung der Terpen-Gesamt-Emission bei P. sylvestris.

Sauerstoffhaltige Substanzen und Sesquiterpene. Messungen an Baum 1. Die

prozentualen Anteile der Einzelkomponenten an der Gruppe der sauerstoffhaltigen Substanzen und

Sesquiterpene stellen Mittelwerte aus jeweils mittleren Tagesemissionen (8.00-18.00h) zweier

aufeinander folgender Messtage dar. Die Emissionen wurden mittels der Kiivettentechnik in den Jahren

1998 und 1999 gemessen. Abkiirzung: n.b. = nicht bestimmt.
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Abb. 18: Zusammensetzung der Terpen-Gesamt-Emission bei P. sylvestris.
Sauerstoffhaltige Substanzen und Sesquiterpene. Messungen an Baum 2. Die
prozentualen Anteile der Einzelkomponenten an der Gruppe der sauerstoffhaltigen Substanzen und
Sesquiterpene stellen Mittelwerte aus jeweils mittleren Tagesemissionen (8.00-18.00h) zweier
aufeinander folgender Messtage dar. Die Emissionen wurden mittels der Kiivettentechnik in den Jahren

1998 und 1999 gemessen.

Besonders auftillig ist hier die {iberdurchschnittlich starke Differenzierung der Terpen-
Gesamt-Emission im Monat Juni bei beiden Béumen. In diesem Monat werden
besonders viele verschiedene Substanzen dieser Gruppe emittiert. Auch im Mérz, April
und Juli tragen neben den Hauptkomponenten 1,8-Cineol und Kampfer viele

Substanzen mit nur geringen Emissionsraten zu der Terpen-Gesamt-Emission bei.

Die sauerstofthaltigen Substanzen und Sesquiterpene weisen fiir die Messungen im Jahr
1999 einige Unterschiede zu den Emissionen des Vorjahres auf. So ist 1,8-Cineol im
Sommermonat Juli zwar die Hauptkomponente dieser Gruppe der Emissionen bei P.
sylvestris, dhnlich den Emissionen im Jahr 1998, allerdings liegt der Anteil an der
Terpen-Gesamt- Emission fiir Baum 1 im Friithjahr und fiir Baum 2 im Herbst deutlich

niedriger, verglichen mit den Werten von 1998.
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Tab. 7: prozentualer Anteil der Substanzen 1,8-Cineol und Kampfer an der
Terpen-Gesamt-Emission. Die prozentualen Anteile (in mol-% Kohlenstoff C) stellen Mittelwerte
aus jeweils mittleren Tagesemissionen (8.00-18.00h) zweier aufeinander folgender Messtage dar. Die
Emissionen wurden mittels der Kiivettentechnik in den Jahren 1998 und 1999 gemessen.

Abkiirzung: n.b. = nicht bestimmt.

1,8-Cineol Kampfer Gemeinsamer Anteil
[C-mol-%] [C-mol-%)] | der zwei Terpene an
der Gesamtemission

Baum 1 [C-mol-%]

1998

Mirz 1,0 0,7 1,7

April 3,0 1.4 4.4

Juni 3.1 0,1 3,2

Juli 2,9 2,7 5,5

August 16,5 1.4 17,9

September 2.3 1.5 3.8

Oktober 1.6 0.8 2.4

1999

Mai 1.9 0,9 2,7

Juli 1.4 0,1 1.4

Oktober n.b. n.b. n.b.

Baum 2

1998

Mirz 1,1 1,1 2,2

April 2,7 0,6 3.3

Juni 4,1 0,3 4.4

Juli 5.1 0,2 53

August 2.1 1,5 3.6

September 0.9 3.9 4,7

Oktober 0,3 0,5 0,8

1999

Mai 4,9 0,3 5,2

Juli 3.1 0,1 3.2

Oktober 0,2 5,4 5.6
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Kampfer hingegen weist fiir die Monate Mai und Juli fiir beide Baume nur geringe
Anteile von unter 1 C-mol-% auf. Lediglich bei Baum 2 wird fiir die Messungen im
Oktober 1999 ein vergleichsweise grofler Anteil an der Terpen-Gesamt-Emission von
5 C-mol-% gefunden, welcher den Anteil von 1,8-Cineol in diesem Monat weit
tibersteigt und somit Kampfer im Oktober 1999 zur Hauptkomponente dieser Gruppe
macht.

In den Emissionen von 1998 und 1999, besonders bei Baum 2 (Abb. 18), hat die
Verbindung B-Cedren zusammen mit Bornylacetat im Frithjahr bis in den Juli hinein
noch Anteile an der Terpen-Gesamt-Emission, welche in der Abstufung denen der
Hauptkomponenten 1,8-Cineol und Kampfer folgen. Die Emission dieser Verbindung
kommt hierbei im Mai 1999 deutlicher zum Tragen als in den Messungen des
Vorjahres.

Fir die Art P. nigra ergeben sich aus den durchgefiihrten Emissionsmessungen der
Monate August bis Oktober des Jahres 1998 einige Unterschiede in der
Zusammensetzung der Emissionen (Abb. 19 und 20).
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Abb. 19: Zusammensetzung der Terpen-Gesamt-Emission bei P. nigra.
Monoterpene. Messungen des Jahres 1998. Die Emissionsraten stellen Mittelwerte aus jeweils

mittleren Tagesemissionen (8.00-18.00h) zweier aufeinander folgender Messtage dar.
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Abb. 20: Zusammensetzung der Terpen-Gesamt-Emission bei P. nigra.
Sauerstoffhaltige Substanzen und Sesquiterpene. Messungen des Jahres 1998. Die
Emissionsraten stellen Mittelwerte aus jeweils mittleren Tagesemissionen (8.00-18.00h) zweier

aufeinander folgender Messtage dar.

In Ubereinstimmung mit P. sylvestris ist die Hauptkomponente der Emissionen bei
P. nigra ebenfalls a-Pinen. Dieses Monoterpen macht einen Anteil von deutlich iiber
70 C-mol-% an der Terpen-Gesamt-Emission aus. Hingegen fehlt 5-3-Caren in den
Emissionen von P. nigra ganz. Wie bei der Waldkiefer P. sylvestris ist bei den
sauerstofthaltigen Substanzen und Sesquiterpenen 1,8-Cineol die hauptsdchlich
emittierte Verbindung. Einen groflen Beitrag zu den Emissionen dieser Gruppe leistet

bei der Schwarzkiefer auch die ebenfalls sauerstofthaltige Verbindung o- Terpineol.

Die Messungen wihrend der Jahre 1998 und 1999 ergeben einen groflen Satz an
Emissionsdaten sowohl fiir Einzelkomponenten als auch fiir die Summe aller
untersuchten  Substanzen. Fiir diese Daten stehen auBerdem Temperatur,
Lichtintensitéts- und Luftfeuchtedaten zur Verfiigung. Die weiter oben dargestellten
Ergebnisse haben gezeigt, dass 70-90 C-mol-% der Terpen-Gesamt-Emission von

einigen wenigen Substanzen bestimmt werden.

Da die Emissionen von Kohlenwasserstoffen, wie beobachtet, wesentlich von der
Temperatur und der Lichtintensitdt beeinflusst sind, hat sich zur besseren

Vergleichbarkeit von Emissionen die Ermittlung von sogenannten Standard-Emissionen
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durchgesetzt.  Standard-Emissionen stellen Emissionswerte unter definierten
Bedingungen beziiglich Temperatur und/oder Lichtintensitdt dar. Da unter Freiland-
Bedingungen der Datensatz von Emissionsdaten fiir eine bestimmte meteorologische
Bedingung (z.B. eine Temperatur von 30°C und/oder eine photosynthetisch aktive
Strahlung PAR von 1000 pmol m™ s7!) iiblicherweise klein ist, erfolgt die Bestimmung
solcher Standard-Emissionen meist unter Anwendung aller erzielten Messdaten mit
dafiir entwickelten Algorithmen (vgl. Material und Methoden 2.4). Diese ermoglichen
dann iiber die Bildung relativer Beziige eine Berechnung von Emissionsraten fiir die
festgesetzten Standard-Bedingungen. Im Folgenden sind Standard-Emissionen als
Emissionen bei einer Temperatur von 30°C (entspricht 303K) wund einer
photosynthetisch aktiven Strahlung PAR von 1000 umolm™ s’ definiert. Die
Ermittlung von Standard-Emissionen aus gemessenen Emissionsdaten ist in sofern von
groBem Vorteil, da sie grundsitzlich den Vergleich des Emissionsverhaltens
unterschiedlicher Arten untereinander und ebenso gleicher Arten in verschiedenen

Lebensrdaumen ermoglicht.

Zunichst soll am Beispiel von a-Pinen als einer der Hauptkomponenten der Terpen-
Emissionen von P. sylvestris das Emissionsverhalten iiber das Jahr hinweg verdeutlicht
werden. Betrachtet man die Abhingigkeit des Logarithmus der Emissionsrate dieses
Kohlenwasserstoffs von dem Kehrwert der Temperatur (Arrhenius-Auftragung), so ist
fast fiir alle Monate eine lineare Abhéngigkeit erkennbar (Abb. 21-24). Allerdings sind

die Bestimmtheitsgrade der Korrelation von Monat zu Monat unterschiedlich hoch.
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Abb. 21: Logarithmische Darstellung der Emissionsrate von o-Pinen gegen die

reziproke Temperatur. Baum 1. Die Emissionen wurden mittels der Kiivettentechnik im Jahr

1998 gemessen. Die Temperatur wurde in der Kiivette bestimmt (komb. Messfiihler, Fa. PP-Systems).
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Abb. 22: Logarithmische Darstellung der Emissionsrate von o-Pinen gegen die

reziproke Temperatur. Baum 2. Die Emissionen wurden mittels der Kiivettentechnik im Jahr

1998 gemessen. Die Temperatur wurde in der Kiivette bestimmt (komb. Messfiihler, Fa. PP-Systems).
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Fiir das Jahr 1998 war eine deutliche Abhingigkeit des Logarithmus der Emission von
o-Pinen von der reziproken Temperatur zu erkennen (Abb. 21 und 22). Besonders fiir
den Baum 2 ergaben sich im Mérz und Juni dabei gute Korrelationen zwischen 0,75 und
0,88, wohingegen die Korrelationen fiir die Monate April und Juli bis Oktober diesen
Jahres mit Werten zwischen 0,56 und 0,68 weniger deutlich sind. Die Emissionsraten
zeigen flir Baum 1 besonders fiir die Monate Mérz, April und Juni eine bedeutende
Abhéngigkeit von der Temperatur mit guten Bestimmtheitsgraden. In den
Folgemonaten ist eine solche Abhingigkeit nur bedingt erkennbar. Dies entspricht den
Ergebnissen der Untersuchungen im Jahr 1999. Die Abhéngigkeit der Emission von der
Temperatur ist hier ebenfalls nicht so deutlich erkennbar (Abb. 23 und Abb. 24).
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Abb. 23: Logarithmische Darstellung der Emissionsrate von o-Pinen gegen die
reziproke Temperatur. Baum 1. Die Emissionen wurden mittels der Kiivettentechnik im Jahr

1999 gemessen. Die Temperatur wurde in der Kiivette bestimmt (komb. Messfiihler, Fa. PP-Systems).
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Abb. 24: Logarithmische Darstellung der Emissionsrate von o-Pinen gegen die
reziproke Temperatur. Baum 2. Die Emissionen wurden mittels der Kiivettentechnik im Jahr

1999 gemessen. Die Temperatur wurde in der Kiivette bestimmt (komb. Messfiihler, Fa. PP-Systems).

Die Betrachtung der Abhingigkeit von Temperatur und Terpen-Emission zeigt, dass die
absolute Emission von P. sylvestris jahreszeitlichen Anderungen unterliegt (Abb. 21-
24). Fir die Emission von o-Pinen werden fiir die verschiedenen Jahreszeiten
Unterschiede in der Hohe der Emissionsrate bei gleichen Temperaturverhdltnissen
deutlich. So sind die Emissionsraten im Jahr 1998 in den Friihjahr- und
Sommermonaten bei beiden Bdumen hoher als in den Spatsommer- und Herbstmonaten.
Hierbei tibersteigen die Emissionsraten der Sommermonate interessanterweise die der
Frithjahrsmonate. Diese Beobachtung konnte bei den Messungen im Jahr 1999 nicht
bestdtigt werden. Hier lagen fiir den Baum 2 die Werte der Emissionsraten fiir den
Herbstmonat Oktober héher als fiir den Mai.

Die oben gezeigten Ergebnisse weisen auf eine Temperaturabhingigkeit der Emission
bei P. sylvestris hin. Eine Anwendung von empirischen Algorithmen sollte zeigen, ob
eine Modellierung von im Freiland ermittelten Emissionen {iber Modelle mit
grundsitzlich  verschiedenen  Ansdtzen der  Erkldrung des  variierenden
Emissionsverhaltens moglich ist und dies zur Charakterisierung der pflanzlichen
Quellen der gemessenen Emissionen beitragen kann. Es wurden zwei verschiedene
Algorithmen fiir die Modellierung des Emissionsverhaltens beziiglich Temperatur- und
Lichteinflusses auf die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen Ergebnisse
angewendet.
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Zum einen wurden die Daten auf das Modell von Tingey & Manning (1980)
angewendet und Standard-Emissionen nach diesem Algorithmus errechnet (vgl.
Material und Methoden 2.4, Gleichung 1). Die Modellierung geht von einer Emission
der Monoterpene ausschlieBlich aus Speicherrdumen aus, welche nur als eine
temperaturgetriebene Verdampfung anzusehen ist, ohne das ein physiologischer
Einfluss auf die Emissionsraten wirksam wird. In einem zweiten Ansatz wurden die
Daten auf eine erweiterte Form des Emissions-Algorithmus nach Guenther (1997)
angewandt, der sowohl eine reine temperaturabhingige FEmission aus den
Speicherrdumen beschreibt als auch eine Neusynthese der emittierten Verbindungen im
Blatt berticksichtigt (vgl. Material und Methoden 2.4, Gleichung 2). Ziel war es hier zu
ermitteln, inwieweit die gemessenen Emissionen von P. sylvestris auch unter
Beriicksichtigung der physiologisch bedingten Abgaben modelliert werden koénnen.
Neben einer Emission aus Speicherrdumen (temperaturbestimmt, vgl. Material und
Methoden 2.4, Gleichung 3: pool-Term) wurde ein die physiologisch bedingte Emission
beschreibender Term (temperatur- und lichtbestimmt, vgl. Material und Methoden 2.4,
Gleichung 4: de novo Biosynthese-Term) im Algorithmus verwendet. Um einen
Lichteinfluss auf das Emissionsverhalten von P. sylvestris zu untersuchen, wurden
dabei einerseits der pool-Term mit dem Biosynthese-Term zusammen (Gleichung 2)

und andererseits nur der pool- Term (Gleichung 3) alleine modelliert.

Fiir beide Emissions-Algorithmen werden sog. Standard-Emissions-Faktoren definiert,
welche multipliziert mit den Termen fiir Lichteinfluss und Temperatureinfluss die
Standard-Emissionen ergeben. Fiir kurze Zeitabschnitte (Tage) lassen sich
Einzelmessungen unter Anpassung der Standard-Emissions-Faktoren mit beiden
Algorithmen gut beschreiben (Abb. 25). Diese Anpassung wurde mit einer einfachen
Rechenoperation der kleinsten erzielbaren Differenz zwischen gemessenen und
modellierten Daten vorgenommen. Der Versuch, die Algorithmen mit den gleichen hier
gewdhlten Parametern auch fiir Emissionsdaten anderer Monate zu nutzen, ergab keine

zufriedenstellenden Ergebnisse.
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Abb. 25: Anderung der o-Pinen-Emission im tageszeitlichen Verlauf. helle Saulen:
gemessene Emission; dunkle Sdulen: modellierte Emission nach dem Algorithmus von
Tingey & Manning (1980). Die Messungen erfolgten an P. sylvestris am 21.10.1998 am Baum 2 mittels

der Kiivettentechnik.

Da Pflanzen in ihrer Entwicklung Anderungen in ihrem Stoffwechsel unterliegen, ist ein
unterschiedliches Emissionsverhalten fiir verschiedene Jahreszeiten beziiglich der
Terpene nicht unerwartet. Vielmehr miissen entwicklungsphysiologische Aspekte,
welche die spezifische Stoffwechseltétigkeit der emittierenden Pflanze bestimmen und
somit zu Anderungen in der Emission fiihren kénnen, in einem Algorithmus
beriicksichtigt werden. Diese jahreszeitlichen Anderungen, welche in der Anderung der
Standard-Emissions-Faktoren fiir verschiedene Jahreszeiten resultiert, sind in den heute

zur Verfligung stehenden Modellen weitestgehend nicht integriert.

Um eine gute Modellierung der erzielten Emissionsdaten zu ermdglichen, wurden
Standard-Emissions-Faktoren fiir jeden Monat, fiir den Emissionsdaten vorliegen, tiber
die obengenannte Rechenoperation der kleinsten Differenz Messung zu Modellierung
bestimmt. Dies erfolgte fiir alle drei oben beschriebenen Modellierungsansitze nach
Tingey & Manning (1980) und Guenther (1997) exemplarisch fiir a-Pinen (Abb. 26).
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Abb. 26: Modellierung der gemessenen Emissionen von o-Pinen von P. sylvestris
mit verschiedenen Algorithmen. Die Emissionsraten stellen Mittelwerte aus jeweils mittleren
o-Pinen-Tagesemissionen (8.00-18.00h) zweier aufeinander folgender Messtage dar. Die Ergebnisse der
Modellierung gehen aus der Anpassung der Standard-Emissions-Faktoren des jeweiligen Monats des

Jahres 1998 hervor. Exemplarisch gezeigt ist die gemessene Emission und die Modellierung der Emission

bei Baum 2.

Es wird deutlich, dass bei entsprechender Anpassung der Standard-Emissions-Faktoren
fiir alle angewandten Algorithmen eine gute Abbildung der gemessenen Daten erzielt
werden kann. Aus den angepassten Algorithmen wurden fiir a-Pinen unter Anwendung
des Modellierungsansatzes Temperatur-Term mit Licht/Temperatur-Term (Emission
aus pool + de novo-Biosynthese) nach Guenther (1997) die Standard-Emissionen fiir

alle Monate, in denen Messungen erfolgten, fiir die Hauptkomponenten der Terpen-

Emission ermittelt (Tab. 8).
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Tab. 8: Standard-Emissionen fiir die Hauptkomponenten der Kohlenwasserstoff-

Emissionen von P. sylvestris. Ermittelt fiir eine Temperatur von 30 °C und eine Lichtintensitit von

1

1000 pmol m™*s™' nach dem Modellierungsansatz ,.Emission aus pool + de novo-Biosynthese* nach

Guenther (1997). Abkiirzung: n.b. = nicht bestimmt.

Standard-Emissionen [pmol m> s'l]
Jahr/Monat o-Pinen B-Pinen 0-3-Caren
Baum 1 |Baum 2 |Baum 1 [Baum 2 [Baum 1 |Baum 2

1998
Mirz 97,89 350,73 3,06 450,60 | 220,23 n.b.
April 106,06 | 375,27 16,32 309,94 | 278,34 n.b.
Juni 154,95 | 114,21 32,62 59,14 | 415,99 n.b.
Juli 93,81 709,52 14,28 562,71 80,56 n.b.
August 5,10 164,15 14,27 76,47 10,20 n.b.
September 10,20 109,09 2,04 31,60 15,30 n.b.
Oktober 14,28 89,74 1,02 130,53 43,84 n.b.

1999
Mai 15,30 33,65 5,10 22,43 35,69 n.b.
Juli 122,36 82,59 6,12 22,43 424,16 n.b.
Oktober n.b. 1288,75 n.b. 399,75 n.b. n.b.

Die Standard-Emissionen aller drei Hauptkomponenten der Terpen-Emission bei
P. sylvestris zeigen fir das Jahr 1998 deutliche Unterschiede im jahreszeitlichen
Verlauf. Hierbei fillt auf, dass die Werte im Frithjahr bedeutend hoher als im
Spéatsommer/Herbst sind. Es ist zudem ein individuelles Emissionsverhalten fiir die
untersuchten Bdume zu erkennen. So zeigt Baum 1 fiir alle drei Hauptkomponenten
maximale Standard-Emissionen im Monat Juni, wohingegen bei Baum 2 die hochsten

Standard-Emissionen im Juli ermittelt wurden.

Die vorliegenden  Ergebnisse zum  Emissionsverhalten der  Waldkiefer
Pinus sylvestris L. zeigen, dass die Terpen-Gesamt-Emission von wenigen
Kohlenwasserstoffen dominiert wird. Diese weisen in ihrem Emissionsverhalten eine
deutliche Temperaturabhéngigkeit auf. Dariiber hinaus unterliegen die Emissionen auch
saisonalen Einfliissen, was an der Anderung der Standard-Emissionen fiir verschiedene

Jahreszeiten abzulesen ist.
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3.2 Zeitliches Verhalten der Biosynthese und der Emission von fliichtigen

Kohlenwasserstoffen bei Ginkgo biloba L.

Die biogene Emission fliichtiger organischer Substanzen ist abhingig von der
Synthesetitigkeit des Pflanzenorgans, in dem diese Substanzen gebildet werden, und ist
damit auch vom physiologischen Zustand der emittierenden Pflanze bestimmt. Bei
einem Vorhandensein von Harzkandlen setzt sich die Gesamt-Emission aus
Komponenten, hervorgehend aus der de novo-Biosynthese im Mesophyll des Blattes,
und der Emission aus den im Harz der Harzkanéle gespeicherten fliichtigen organischen

Verbindungen zusammen.

Da Ginkgo biloba zu den harzkanalfreien Gymnospermen gehort, bietet sich diese
Pflanze fiir eine Untersuchung der Neu-Synthese der fliichtigen organischen
Verbindungen im Mesophyll der Blitter an. Wie aus neueren Untersuchungen
hervorging, existieren zwei Synthesewege fiir Isoprenoide (Lichtenthaler, 1999). Einer
der beiden Wege ist im Cytoplasma lokalisiert und ist nach seinem charakteristischen
Intermediat als Mevalonat-Weg bezeichnet. Der andere Syntheseweg ist in den
Plastiden lokalisiert und wird ebenfalls entsprechend seinem charakteristischen
Intermediat als Methyl- Erythritol-Phosphat (MEP)-Weg bezeichnet. Zur Kléirung,
welcher der beiden Synthesewege fiir die Bildung der freigesetzten Terpene
verantwortlich ist, wurden Hemmstoff-Versuche unter Einsatz von Fosmidomycin
durchgefiihrt. Fosmidomycin hemmt spezifisch das fiir die Bildung von MEP

verantwortliche Enzym, die Desoxyxylulosephosphat-Reductoisomerase.

Die Untersuchungen erfolgten mittels der Kiivetten-Technik an Zweigen eines etwa
7-jéhrigen, getopften Ginkgo-Baumes. Die Versuche wurden im Monat Mai auf der

Bergstation des IFU, Garmisch-Partenkirchen in einer Klimakammer durchgefiihrt.

Neben diesen Arbeiten wurde die Abhéngigkeit der Terpen-Emission von der
Assimilationstétigkeit der Photosynthese untersucht. Diese Studie erfolgte im Monat
September im ISAS, Dortmund. Hierzu wurden Expositionsversuche mit “CO, an
geschnittenen Zweigen eines ca. 35 Jahre alten Baumes des dem Institut benachbarten
Botanischen Gartens durchgefiihrt. Ziel der Studie war es, die Emission aus der
Neu-Synthese im Mesophyll des Blattes im Minutenbereich zeitlich aufzulosen. Uber
die *CO,-Exposition sollten zudem die Anteile der Emission aus der Synthese im

Cytoplasma und in den Chloroplasten an der Gesamt-Emission ermittelt werden.
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3.2.1 Zusammensetzung der Kohlenwasserstoff-Emission von Ginkgo biloba L.

Zunichst sollte das Emissionsspektrum von unbehandelten Bléttern von Ginkgo biloba
auf das Vorhandensein von Mono- und Sesquiterpenen untersucht werden. Hierzu
wurde eine kombinierte gaschromatographische und massenspektrometrische Analyse
der auf Adsorptionsr6hrchen gesammelten fliichtigen Kohlenwasserstoffe bei zwei

Individuen durchgefiihrt.

Die fiir die verschiedenen Jahreszeiten ermittelten Emissionen der beiden untersuchten
Pflanzen (Zweige eines getopften ca. 7 Jahre und eines ca. 35 Jahre alten Baumes)
zeigen deutliche Unterschiede in der Zusammensetzung in der Gruppe der Mono- und

Sesquiterpene (Tab. 9).

Tab. 9: Emissionsraten der untersuchten Mono- und Sesquiterpene. Exemplarische
Darstellung des typischen Emissionsmusters jeweils eines von drei untersuchten Zweigen von G. biloba.
Die Emissionsraten wurden mit Hilfe der GC/MS-Analyse von Proben der Kohlenwasserstoff-
Emissionen aus der Zweig-Kiivette bestimmt. Volumenstrom der Probenahme fiir a): 590 ml min" f.
30 Minuten; fiir b): 213 ml min™' f. 15 min. Verwendete Thermodesorption/GC/MS-Analytik: fiir a): GC
Auto System XL + Turbo Mass, GC/MS-System, Perkin-Elmer; fiir b): DANI 6500 GC, Dani GmbH;
ITD 700, Finnigan-MAT.

Emissionsrate [pmol m’ s'l]

Verbindung G. biloba, 7-jihrig G. biloba, 35-jihrig
Friihjahr Herbst

o-Pinen - 0,08
Camphen - -
Sabinen - -
B-Pinen - 1,82
Myrcen 4,25 -
8-3-Caren - 0,01
Limonen 4,57 0,16
B-Farnesen - 0,26
cis-a-Bergamoten - 0,81
B-Cadren - 0,25
o-Farnesen - 0,06
Acoradien - 0,25
B-Bisabolen - 0,23
Trans-o-Bisabolen - 1,19
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Fiir den 7-jahrigen Baum werden nur Emissionen von Myrcen und Limonen gefunden,
deren Emissionsraten aber im Vergleich zu den Emissionen des anderen untersuchten
G. biloba grundsitzlich deutlich hoher sind. Besonders Sesquiterpen-Emissionen
werden beim 7-jdhrigem Baum bei den Messungen im Friihjahr iiberhaupt nicht
gefunden, wohingegen sie bei den Untersuchungen am anderen Baum teilweise in der
GroBenordnung der Monoterpen-Emissionen auftreten. Hauptkomponenten der
Emissionen des 35-jdhrigen Baumes, welche im Herbst ermittelt wurden, sind das

Monoterpen B-Pinen und die Sesquiterpene cis-oi-Bergamoten und frans-o-Bisabolen.

3.2.2 Das Emissionsverhalten von Ginkgo biloba L. nach Dunkelinkubation

Zur Kldarung der Frage, welcher Anteil der Emission auf eine photosyntheseabhéngige
Bildung der Terpene (MEP-Synthese-Weg) im Chloroplasten zuriickzufiihren ist und
welcher Anteil {iber die vom Kohlenhydrat-Abbau abhéngige Bildung der Terpene im
Cytoplasma (Mevalonat-Synthese-Weg) erfolgt, wurden Versuche mit einer
Dunkelinkubation von G. biloba durchgefiihrt. Hierzu wurde ein Zweig des 35-jdhrigen
Ginkgo-Baumes direkt nach dem Schneiden vom Baum in ein Reagenzglas mit
Ingestad-N#hrlosung tiberfithrt und nach dem Einsetzen in die 4,5 1-Kiivette fiir 17
Stunden in Dunkelheit gehalten. Direkt vor der erneuten Belichtung wurden zwei
Proben der Kohlenwasserstoff-Emissionen aus der Kiivette entnommen. Nach dem
Einschalten der Beleuchtung erfolgte die Probenahme kontinuierlich fiir eine Stunde bei
Probenahmezeiten von 15 Minuten. Danach wurden Proben von 15 Minuten einmal pro

Stunde der Kiivette entnommen. Diese Probenahmen erfolgten fiir weitere 6 Stunden.

Die Zusammensetzung der Emissionen wurde bei G. biloba in diesem Versuch deutlich
von der Gruppe der Sesquiterpene bestimmt. Bedeutende Emissionen an Monoterpenen
wurden hingegen nur flir o-Pinen und Limonen gefunden. Nach dem Beginn der
Belichtung wurde eine deutliche Anderungen im Emissionsverhalten fiir die
Kohlenwasserstoffe bei G. biloba beobachtet. Es wurden Anderungen in den
Emissionsraten, nicht aber in der Zusammensetzung der Emissionen gefunden
(Abb. 27). Fir die Monoterpene o-Pinen und Limonen ergab die Authebung der
Dunkelinkubation eine nur geringe Induktion der Emission. Die Emissionsraten der
Sesquiterpene hingegen stiegen nach einer Verzdgerung von etwa zwei Stunden

deutlich an.
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Abb. 27: Kohlenwasserstoff-Emissionsraten vor und wiihrend der Belichtung eines
G. biloba-Zweigs. Dunkelinkubation des Zweigs fiir 17 Stunden in der Zweig-Kiivette. Der Zweig
wurde direkt vor der Dunkelinkubation geschnitten und in 50 ml Ingestad-Néhrlgsung tiberfiihrt. Die
Bestimmung der Emissionsraten erfolgte mit Hilfe der GC/MS-Analyse von Proben der
Kohlenwasserstoff-Emissionen aus der Kiivette. Der Volumenstrom der Probenahme betrug jeweils
213 ml min? f. 15 min. Verwendete GC/MS-Analytik: DANI 6500 GC, Dani GmbH; ITD 700,
Finnigan-MAT.

Die stirkste Induktion der Emission nach dem Beginn der Belichtung zeigt das
Sesquiterpen  a-Farnesen, gefolgt von cis-a-Bergamoten, trans-a-Bisabolen,
B-Farnesen, B-Bisabolen und B-Cadren. Die Emissionsraten gehen nach dem ersten sehr
sprunghaften Anstieg wieder etwas zuriick, bleiben aber in ihren Werten deutlich {iber
den Raten im Dunkeln.

Der Einfluss der Temperatur auf das Emissionsverhalten von G. biloba konnte in
diesem Versuch weitestgehend unterdriickt werden. Durch Diampfung der
Wirmestrahlung mittels eines Wasserbades vor der Strahlungsquelle wurde
gewidhrleistet, dass sich die Temperatur in der Zweig-Kiivette wihrend des gesamten
Versuchs nur von 25 °C auf 29 °C erhohte (Abb. 28).
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Abb. 28: Zeitlicher Verlauf des Temperaturanstiegs in der Zweig-Kiivette nach
Anschalten der Strahlungsquelle. Es wurde ein Halogen-Strahler (Leistung: 300 Watt)

verwendet. Die Warmestrahlung wurde durch ein Wasserbad zwischen Strahlungsquelle und Zweig-

Kiivette geddmpft.

Dabei erfolgte der stirkste Anstieg der Temperatur pro Zeiteinheit (von 25 °C auf
27 °C) innerhalb der ersten 60 Minuten, noch deutlich vor dem sprunghaften Anstieg
der Emissionsraten der untersuchten Kohlenwasserstoffe.

3.2.3 Untersuchungen zum Beitrag von Mono- und Sesquiterpen-Emissionen aus

dem cytoplasmatischen und dem plastidiiren Biosynthese-Weg bei
Ginkgo biloba L.

Fiir Vertreter der Angiospermen wird die Biosynthese der Sesquiterpene im Cytoplasma
(Adam & Zapp, 1998) und die der Monoterpene in Plastiden (Lichtenthaler et al.,
1997b) lokalisiert. Die FErgebnisse zeigen, dass die Emissionen von G. biloba,
insbesondere die Emissionen der Sesquiterpene, lichtinduziert sind. Somit ist davon
auszugehen, dass bei diesem Vertreter der Gymnospermen ein Zusammenhang dieser
Emissionen mit der Photosynthese-Leistung im Chloroplasten der Pflanze besteht.
Dieser Zusammenhang sollte an Zweigen von G. biloba zum einen mit Hilfe einer
13C02-Exposition und zum anderen mit der Inkubation der Zweige mit einem

Hemmstoff eines der beiden moglichen Biosynthese-Wege der Terpene aufgeklirt
werden.
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3.2.3.1 Untersuchung der Isoprenoid-Biosynthese mittels einer Exposition
geschnittener Zweige von Ginkgo biloba L. mit BC-markiertem
Kohlendioxid

Um Aussagen zu der Abgabe der ermittelten Terpen-Emissionen aus verschiedenen
Quellen in der Pflanze machen zu konnen, wurden Expositionsversuche mit "C-
markiertem CO, an G. biloba durchgefiihrt. Ziel der Studie war es, die
photosynthetische Assimilation und den Einbau von Kohlendioxid in die nachfolgend
emittierten Kohlenwasserstoffe mittels der GC/MS-Methode zu verfolgen. Ein
geschnittener, in 50 ml Ingestad-N#hrl6sung {iberfithrter Zweig des 35-jdhrigen
G. biloba wurde zunichst in die 4,5 -Zweig-Kiivette eingesetzt, in welche '2CO, in
synthetischer Luft eingeleitet wurde. Nach vier Probenahmen von jeweils 15 min
(Volumenstrom der Probenahme: 213 +4 mlmin" ) erfolgte die Umschaltung der
Gaszufuhr von ]2C02 auf BCOz. Direkt aufeinanderfolgende Probenahmen von jeweils
10 min erfolgten fiir die nichsten 50 Minuten. Darauf wurden halbstiindlich weitere

fiinf Proben von jeweils 15 min Probenahmezeit der Zweig-Kiivette entnommen.

Anhand des Volumenstromes der Gaszufuhr in die Kiivette wurde die Zeit, die fiir den
Austausch des zugefiihrten ]2C02 zu 13C02 in der Kiivette benétigt wird, errechnet. Der
gesamte Austausch erfolgt hiernach bei einem Volumenstrom von 2 1 min™ in weniger
als 6 Minuten (Abb. 29).
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Abb. 29: Zunahme des Anteils von 13COz an der Kiivettenluft. Das Volumen der
Zweig-Kiivette betrug 4,5 1. Es wurde ein Volumenstrom von 2 1 min™ eingeleitet. Der Wechsel von
2C0, zu *CO, erfolgte durch die Schaltung eines 3-Wege-Ventils. Die Austauschrate 2C0, zu *CO,

wurde mittels des Volumenstromes der Gaszufuhr in die Kiivette errechnet (vgl. Material und

Methoden 2.5).

Die massenspektrometrische Untersuchung der Emissionsproben von G. biloba ergab
deutliche Unterschiede im Auftreten von '*C-Isotopen in den emittierten Mono- und
Sesquiterpenen. Wihrend der gesamten Zeit der Exposition mit “CO, blieben die

Masse-zu-Ladung (m/z)-Verhiltnisse  der  Massenspektren  der  untersuchten

Monoterpene o-Pinen, [-Pinen, 6-3-Caren und Limonen unverindert. Eine
Verschiebung des m/z-Verhéltnisses zu hoheren Massen, welche den Einbau von
BC-Isotopen in die Kohlenwasserstoff-Molekiile widerspiegeln wiirde, konnte in den

Spektren dieser Monoterpene nicht gefunden werden.

Die Massenspektren der in den Emissionen gefundenen Sesquiterpene
cis-o.-Bergamoten, Acoradien, P-Farnesen und frans-a-Bisabolen hingegen wiesen
deutliche Verdnderungen auf. Mit zunehmender Konzentration des 13C02 in der
Kiivettenluft, nach Umschalten der Gaszufuhr von 12C02 auf 13C02, zeigten sich bei
diesen Kohlenwasserstoffen Verschiebungen der m/z-Verhiltnisse zu héheren Massen
hin. Am Beispiel der Massenspektren des stark emittierten Sesquiterpenes
trans-a-Bisabolen vor und nach der *CO,-Exposition des Zweigs von G. biloba wird

der Einbau von "C-Isotopen in das Isoprenoid-Molekiilgeriist sehr deutlich (Abb. 30).
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Abb. 30: Massenspektrum von emittiertem frans-o-Bisabolen. a) Spektrum der
Verbindung unter 12COz-Atmosphiire (to= 0 min), b) Spektrum der Verbindung
unter 13C02-Atm0sphiire (t;= 50 min). Die Verhiltnisse in der Kiivette waren: Volumenstrom
der Gaszufuhr: 2 1min’, Temperatur: 29+ 3 °C, PAR: 750 pmol m?2s?!, Kohlendioxid-Gehalt:
400+ 20 ppm (v/v). Es wurde folgende GC/MS-Analytik verwendet: DANI 6500 GC, Dani GmbH; ITD
700, Finnigan-MAT.
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Auf der Grundlage der Massenspektren unmarkierter Kohlenwasserstoffe wurde die
Verschiebung des m/z-Verhiltnisses nach *CO,-Exposition mit einer entsprechenden
Modellrechnung simuliert (vgl. Material und Methoden 2.5). Dabei stellt das Modell
den zeitlichen Verlauf des Austauschs von fiir die Assimilation zur Verfligung
stehendem 'CO, zu CO, und deren Einbau in die Kohlenwasserstoff-Molekiile in
Massenspektren dar. Fiir das im Ansatz des kontinuierlich geriihrten Kessel-Reaktors
nach Baerns et al. (1992) definierten Volumen des Reaktionskessels steht im Modell
eine Anzahl von kleinen Kesseln, welche in Anlehnung an die Biosynthese
metabolische Teilschritte widerspiegeln. Uber den Vergleich von gemessenen und
modellierten Spektren wurde die Geschwindigkeit der m/z-Verschiebung im Modell
iiber die Anderung der Anzahl der kleinen Kessel angeglichen. Dies spiegelt die
Umsatzleistung der Assimilation und des Einbaus in ein Terpen-Molekiilgeriist wider.
Die beste Ubereinstimmung von gemessenen und modellierten Spektren wird mit einer
Kesselanzahl von n = 5 erzielt.

Am Beispiel der Emissionen von trans-o-Bisabolen kann die Simulation des

BC-Einbaus im Vergleich zu den gemessenen Spektren gut nachvollzogen werden
(Abb. 31 a-g).
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Abb. 31: Verinderung der Massenspektren nach 13COz-Exposition: nach a) 0 min,
b) 3 min, ¢) 15 min, d) 30 min, e) 40 min, f) 50 min g) 100 min. Vergleich der gemessenen
und der modellierten Emissionen des Sesquiterpens trans-a-Bisabolen von G. biloba. Die Messungen
erfolgten in der 4,51-Zweigkiivette. Die Verhiltnisse in der Kiivette waren: Volumenstrom der
Gaszufuhr: 2 1 min™, Temperatur: 29+ 3 °C, PAR: 750 umol m™ s™, Kohlendioxid-Gehalt: 400+ 20 ppm
(v/v). Es wurde folgende GC/MS-Analytik verwendet: DANI 6500 GC, Dani GmbH; ITD 700,
Finnigan-MAT.
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Fiir die Emission von trans-o-Bisabolen zeigt der Vergleich von gemessenen und
modellierten Massenspektren eine gute Ubereinstimmung, wenn auch nicht alle
Fragmente ausreichend mit der Simulation des *C-Einbaus dargestellt werden kénnen.
Besonders die charakteristischen Fragmente m/z =93 und m/z= 121 werden gut vom
Modell wiedergegeben.

Da die Ermittlung des Anteils der mit *C-Isotopen markierten Molekiile an der
Gesamt-Emission von trans-a-Bisabolen iiber die Methode der GC/MS-Analytik
aufgrund der Fragmentierung der Molekiile im Massenspektrometer sehr erschwert
wird, ist die Modellierung des Einbauverhaltens von "*C in die Bisabolen-Molekiile sehr
hilfreich. Die vorgenommene Modellierung ermdoglicht diese Aussagen iiber den
Markierungsgrad der Kohlenwasserstoff-Molekiile mit "*C-Isotopen. Aus den
errechneten Daten lédsst sich der zeitliche Verlauf des Auftretens der Molekiile mit
unterschiedlichem Markierungsgrad in den Emissionen von G. biloba am Beispiel von
trans-a-Bisabolen ermitteln (Abb. 32).
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Abb.  32:  Zeitliche Entwicklung des 13C-Markierungsgrades von
trans-a-Bisabolen-Molekiilen. Auftreten von markierten C;-Fragmenten. Die
Messungen erfolgten in der 4,5 I-Zweigkiivette. Die Verhéltnisse in der Kiivette waren: Volumenstrom
der Gaszufuhr: 2 1min’, Temperatur: 29+ 3 °C, PAR: 750 pmol m?2s?!, Kohlendioxid-Gehalt:
400+ 20 ppm (v/v). Es wurde folgende GC/MS-Analytik verwendet: DANI 6500 GC, Dani GmbH;
ITD 700, Finnigan-MAT. Die Berechnung der Markierungsgrade erfolgte aus den modellierten

Emissionen.
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An der Modellierung auf Grundlage von gemessenen Massenspektren wird deutlich,
dass mit steigendem *CO,-Anteil der Kiivettenluft der Markierungsgrad der emittierten
trans-o-Bisabolen-Molekiile zunimmt. Dabei zeigt sich, dass mit der Zunahme der Zahl
der eingebauten 13C-Isotope der weitere Einbau in das Molekiil langsamer vonstatten
geht. Der Anteil an BC-markierten  rans-a-Bisabolen-Molekiilen an  der
Gesamt-frans-a-Bisabolen-Emission betréigt bei *CO,-Sittigung der Kiivettenluft etwa
38 % (Abb. 32).

3.2.3.2 Hemmung der Emission einzelner von Ginkgo biloba L. emittierten
Isoprenoide mittels des Hemmstoffes Fosmidomycin bei gleichzeitiger
13C02-Expositi0n der Pflanze

Um die Kohlenwasserstoff-Emissionen von G. biloba den verschiedenen
Biosynthese-Wegen zuordnen zu konnen, sollte eine der beiden bekannten
Biosynthesen der Isoprenoide gehemmt werden. Als Hemmstoff wurde die Verbindung
Fosmidomycin gewihlt, welche die Isoprenoid-Biosynthese tiiber den plastiddren
MEP-Weg nicht aber den Mevalonat-Weg hemmt. Gleichzeitig sollte mit Hilfe einer
BCO,-Exposition der Pflanze die Nutzung von assimiliertem Kohlenstoff fiir die
Synthese von direkt nachfolgend emittierten Isoprenoiden verfolgt werden. Da die
Inkubation der Versuchspflanzen mit dem Hemmstoff Fosmidomycin in Ingestad-
Néahrlosung erfolgte und somit der Schnitt der untersuchten Zweige vom Ginkgo-Baum
notig war, wurden zundchst mogliche Einflisse der Verwundung auf das

Emissionsverhalten des Pflanzenmaterials am unbehandelten G. biloba untersucht.

Fiir die Untersuchungen des biosynthetischen Ursprungs der Terpen-Emissionen mit
Hilfe des Hemmstoffs Fosmidomycin an G. biloba wurde ein etwa 7-jdhriger, getopfter
Baum verwendet. Die Versuche erfolgten im Monat Mai auf der Bergstation des IFU,

Garmisch-Partenkirchen in einer Klimakammer.

Es wurden zunéchst die Kohlenwasserstoff-Emissionen von unbehandelten Zweigen am
Baum untersucht. Nach dem Beginn der Belichtung erfolgten drei Probenahmen der
Emissionen fiir jeweils 30 min aus der Kiuvette. Nachfolgend wurden die Zweige
geschnitten und fiir den weiteren Versuch in Ingestad-Nzhrlosung tiberfithrt. Um eine
mogliche Wundreaktion im Emissionsverhalten zu verfolgen, wurden nach dem Schnitt
drei Emissionsproben der Kiivette entnommen (Probenahme ebenfalls jeweils fiir
30 min). Darauf erfolgte eine erste '*CO,-Exposition, welche den Einbau von
assimiliertem Kohlenstoff in die emittierten Isoprenoide ohne Beeinflussung der
Biosynthese durch einen Hemmstoff erfassen sollte. Hierzu wurde die Gaszufuhr zur

Zweig-Kiivette von gereinigter AuBBenluft zu synthetischer Luft unter Zumischung von
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13C02 umgeschaltet. Die 13COz-Exposition erfolgte fir 30 Minuten. Drei
Emissionsproben in Folge (Probenahmezeit jeweils 30 min) wurden 15 min nach
Beginn der Exposition genommen und spiter auf Anderungen im
Masse-zu-Ladung-Verhidltnis der Massenspektren der emittierten Verbindungen hin
untersucht. Zur Hemmung des plastiddren Isoprenoid-Synthese-Weges wurden die
Zweige nachfolgend mit einer 10 pM Fosmidomycin-Losung inkubiert. Hierfiir wurden
die Zweige in die entsprechende Fosmidomycin-Losung (Fosmidomycin geldst in
Ingestad-Néhrlosung) tberfithrt. Nach drei Stunden Inkubation erfolgte eine zweite
13COz-Exposition der Zweige, welche den Einbau von assimiliertem Kohlenstoff in die
emittierten Isoprenoide, diesmal unter gleichzeitiger Anwendung des Hemmistoffs,
erfassen sollte. Wiederum 15 min nach Beginn der Exposition wurde mit der
Probenahme begonnen. Es erfolgten vier Probenahmen von jeweils 30 min Dauer. Fiir

alle Probenahmen wurde ein Volumenstrom von 590 ml min™ gewdhlt.

Die Durchfiihrung dieses Versuchs erfolgte an drei Zweigen des G. biloba. Aus
messtechnischen Griinden und bedingt durch die Dauer der Einzelversuche konnte nur
ein Zweig pro Tag beprobt werden, sodass abgesehen von der unterschiedlichen
Position am Baum auch der Licht- und Temperaturverlauf vor dem Tag der Beprobung
unterschiedlich war. So wurde der Versuch ohne Hemmstoffgabe (vgl. Tab. 11, Zweig
0, ,.Kontrolle®) an einem Tag durchgefiihrt und die Versuche mit Hemmstoffgabe (vgl.
Tab. 11, Zweige 1 bis 3) ebenso wie die Untersuchung zur Wundreaktion nach Schnitt
(vgl. Tab. 10, Zweige 1 bis 3) an darauf folgenden Tagen durchgefiihrt. Daher zeigten
die Zweige grundsitzlich fiir die verschiedenen Phasen des Experiments ein
unterschiedliches Emissionsverhalten beziiglich der Abgaberaten der identifizierten
Substanzen a-Pinen, Camphen, Myrcen, 8-3-Caren, Sabinen und Limonen, waren aber

in deren Verteilung ghnlich.

Der Vergleich von ungeschnittenen und geschnittenen Zweigen ergab fiir die
verschiedenen untersuchten Substanzen ein unterschiedliches Emissionsverhalten vor
und nach dem Schnitt (Tab. 10).
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Tab. 10: Emissionsraten von ungeschnittenen und geschnittenen Zweigen von
G. biloba. Die Probenahme erfolgte jeweils nach dem Einsetzen des Zweigs in die Zweig-Kiivette
(100 min nach Versuchsbeginn) ungeschnitten am Baum und 30 min nach dem Zweigschnitt (160 min
nach Versuchsbeginn) aus der Kiivette an drei aufeinander folgenden Tagen. Der Volumenstrom der
30-miniitigen Probenahme betrug jeweils 590 mlmin”'. Da jeder Zweig ein unterschiedliches
Emissionsmuster vor und nach dem Schnitt zeigte, wurde die Emissionsrate der einzelnen Verbindungen
vor dem Schnitt flir jeden Zweig getrennt als 100 % gesetzt und die jeweils gemessene Emissionsrate
nach Schnitt prozentual diesem Wert gegeniibergestellt. Die verwendete GC/MS-Analytik war: GC Auto
System XL + Turbo Mass, GC/MS-System, Perkin-Elmer. n.d.= nicht detektierbar = Emissionsrate hier

<0,1 pmol m™s™

Emissionsrate [pmol m’ s'l]
Zweig 1 Zweig 2 Zweig 3
unge- ge- unge- ge- unge- ge-
schnitten | schnitten | schnitten | schnitten schnitten | schnitten
o-Pinen n.d. n.d. n.d. n.d. 0,3 0,7
=100% =233%
Camphen n.d. 2,5 n.d. 0.7 0,8 n.d.
Sabinen n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Myrcen 3.0 5.7 5.5 7.1 10,2 11,2
=100% =190% =100% =129% =100% =110%
8-3-Caren nd. nd. n.d. nd. 0,1 0,1
=100% =100%
Limonen 3,0 6.4 6,1 8,8 8.8 13,9
=100% =213% =100% =144% =100% =158%

Die drei Zweige zeigten eine &dhnliche Zusammensetzung der Emissionen. Die
Emissionsraten lagen allerdings fiir Zweig 1 niedriger und fiir Zweig 3 hoher im
Vergleich zum Zweig 2.

Bedingt durch das verwendete Probenahmeverfahren und die eingesetzte Analytik ist
fir die Wertung sehr kleiner Emissionsraten zu beachten, dass diese Daten einen
vergleichsweise groflen Fehler im Vergleich zu hohen Emissionsraten aufweisen. Fiir
das Sammeln der Emissionsproben wurde Carbopack als Adsorptionsmittel verwendet,
auf dem die Substanzen temperaturabhéngig adsorbieren. Bei groflen Substanzmengen
wird die Molekiilkonzentration in der Gasphase vernachléssigbar, da das Gleichgewicht

der Konzentrationen stark zur Seite der Adsorption auf der Oberflache des Carbopacks
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hin verschoben ist. Bei sehr kleinen Substanzmengen ist der Anteil an Molekiilen
welche sich in der Gasphase aufhalten aber beziiglich der Gesamtkonzentration der
beprobten Substanz im Adsorptionsréhrchen relativ gro3 und somit nicht weiter
vernachldssigbar. Ein Artefakt tritt dann auf, wenn bei der Lagerung der
Adsorptionsréhrchen in der Zeit zwischen Probenahme und Probeanalyse oder aber bei
der Vorbereitung der Probeanalyse Molekiile in der mobilen Phase aus undichten
Adsorptionsrohrchen entweichen konnen und so zu einem relativ groBen Verlust von
Probe fiithren. Dies fiihrt bei kleinen Probekonzentrationen zu einem vergleichsweise
groBBen Fehler in der Bestimmung der adsorbierten Probemenge. Dieses Artefakt kann
nie vollstindig ausgeschlossen werden, wenn auch wihrend der Versuche fiir jedes

beprobte Adsorptionsrohrchen auf ein gutes Verschlieen geachtet wurde.

Ein weiteres Problem in der Probenahme sind die Glasoberflichen der
Adsorptionsrohrchen, die wihrend der Probenahme mit den untersuchten Substanzen in
Beriihrung kommen. Zwar sind die Oberflichen grundsitzlich durch Silanisierung
weitestgehend gegeniiber den Kohlenwasserstoffen deaktiviert, nichtsdestotrotz kommt
es aber fiir einen geringen, absoluten Teil der Probe zu Wandverlusten durch
Abreaktion. Dies fiithrt bei kleinen Probemengen zu einem anteilsmidBig hohen
Probeverlust. Bei groen Substanzmengen hingegen ist diese absolute Menge gegen die

gesamte Probemenge vernachldssigbar gering.

Fir die GC/MS-Analytik ist zu beachten, dass eine quantitative chromatographische
Auswertung sehr kleiner Emissionsraten erschwert ist. Je kleiner die Menge an
detektierter Substanz desto ungiinstiger wird in der Analytik das Verhéltnis des
Untergrundsignals des Analysesystems zu dem Signal der detektierten Substanz, was
fir sehr kleine Substanzmengen dann bedeutet, dass eine Auswertung des
Chromatogramms erschwert wird und letztlich die Grenze der Detektierbarkeit fiir eine

Substanz erreicht ist.

Von den identifizierten Verbindungen wurden hauptsédchlich Myrcen und Limonen in
bedeutenden Mengen von den Zweigen emittiert. Fiir die Proben der ungeschnittenen
und der geschnittenen, nicht-inkubierten Zweige lagen die Emissionen dieser beiden
Verbindungen fiir alle Zweige deutlich iiber der Grenze der Detektierbarkeit. Fiir
Myrcen wurde eine Erhohung der Emissionsraten von 10-90 % nach dem Schnitt der
Zweige vom Baum im Vergleich zu den Emissionsraten der ungeschnittenen Zweige
beobachtet. Die Emissionsraten von Limonen erhohten sich nach dem Schnitt der
Zweige um 58-113 % verglichen mit den Emissionsraten vor dem Schnitt der Zweige.
Die bei allen drei Zweigen beobachtete Erhéhung der Emission bei Myrcen und

Limonen deutet insgesamt auf eine Wundreaktion hin.
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Die anderen Terpenoide wurden in deutlich geringeren Mengen emittiert und waren
nicht bei jedem Messzeitpunkt fiir jeden Zweig detektierbar, sodass fiir diese Phase des
Experiments keine eindeutige Aussage beziiglich einer Wundreaktion getroffen werden
kann. So wurden abweichend vom Emissionsverhalten der Zweige 1 und 2 fiir Zweig 3
geringe Emissionen von o-Pinen beobachtet. Diese erhohten sich um 133 % nach
Schnitt. Bei den anderen Zweigen lag die Emission von a-Pinen unterhalb der
Messgrenze. Emissionen von Camphen wurden flir die drei Zweige in
unterschiedlichem Malle beobachtet. So zeigten die Zweige 1 und 2 ungeschnitten am
Baum keine Emission von Camphen, wohingegen besonders Zweig 1 eine Induktion der
Emission auf 2,5 pmol m™ s™ nach dem Schnitt aufwies. Fiir Zweig 2 fiel die Emission
nach Schnitt mit 0,7 pmol m? s gering aus. Zweig 3 zeigte hingegen eine geringe

Emission vor dem Schnitt, welche nach dem Schnitt nicht mehr detektiert wurde.

In den weiteren Phasen des Versuches wurde -einerseits eine Anderung der
Zusammensetzung der Emissionen der Zweige beobachtet und andererseits lielen sich
einzelne Monoterpene identifizieren, die nach Hemmstoffgabe verglichen mit der

Kontrolle eine Abnahme in der Emissionsrate zeigten.

Fiir Myrcen wiesen alle drei Zweige nach Zugabe des Hemmstoffes gegeniiber der
nahezu unverdnderten Kontrolle einen deutlichen Riickgang in der Emission um
54-86 % auf. Fiir den Zeitpunkt t= 150 min nach Zweigschnitt wurden nun auch
bedeutende Abgaberaten von o-Pinen, 8-3-Caren und Sabinen gefunden (Tab. 11).
Ahnlich wie bei dem eingangs erwihnten Myrcen nahmen bei dem Kontrollzweig
(Zweig 0) die Emissionsraten von o-Pinen, d8-3-Caren und Sabinen wéhrend der
Inkubationszeit von t= 150 min zu t= 420 min nach Schnitt noch leicht zu. Zusammen
mit Myrcen war bei diesen Komponenten, sofern sie sowohl 150 min als auch 420 min
nach Schnitt detektierbar waren (Zweig 1-3), nach Zugabe des Hemmstoffes
Fosmidomycin ein Riickgang der Emissionsrate um durchschnittlich 47 % fiir diese
Verbindungen zu beobachten. Stirkste Emissionsriickgdnge werden dabei fiir Myrcen
gefolgt von 3-3-Caren, a-Pinen und Sabinen beobachtet. Bei Zweig 2 waren o-Pinen-,
Sabinen- und 3-3-Caren-Emissionen vor der Hemmstoft-Inkubation nicht detektierbar

und konnten erst nach der Hemmstoff-Inkubation nachgewiesen werden.
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Tab. 11: Emissionsraten der untersuchten Kohlenwasserstoffe der geschnittenen,
nicht-inkubierten und der Fosmidomycin-inkubierten Zweige von G. biloba. Die
Emissionsraten wurden errechnet aus den Emissionsproben, welche 150 min nach Zweigschnitt und
420 min nach Zweigschnitt der Kiivette entnommen wurden. Zum Zeitpunkt t= 420 min nach Schnitt
waren die Zweige 180 min mit Fosmidomycin inkubiert (Der Beginn der Inkubation erfolgte 240 min
nach dem Schnitt der Zweige). Da jeder Zweig ein unterschiedliches Emissionsmuster 150 min nach
Schnitt zeigte, wurde die Emissionsrate der einzelnen Verbindungen 150 min nach Schnitt fiir jeden
Zweig getrennt als 100 % gesetzt und die jeweils gemessene Emissionsrate 420 min nach Schnitt
prozentual diesem Wert gegeniibergestellt. Dem als Kontrolle bezeichneten Zweig 0 wurde kein
Fosmidomycin zugesetzt. Aufgrund des komplexen Versuchsaufbaues und der messtechnischen
Voraussetzungen erfolgte die Untersuchung der verschiedenen Zweige 0 bis 3 an jeweils gesonderten
Tagen. Der Volumenstrom der 30-miniitigen Probenahme betrug jeweils 590 ml min™. Die verwendete
Analytik war: GC Auto System XL + Turbo Mass, GC/MS-System, Perkin-Elmer. n.d.= nicht

detektierbar = Emissionsrate hier < 0,1 pmol m™ s™

Emissionsrate [pmol m’ s'l]
(Geschnittene Zweige in Néihrlosung)
Zweig 0 Zweig 1 Zweig 2 Zweig 3
(Kontrolle)
Zeit nach
. 150 min | 420 min | 150 min | 420 min | 150 min | 420 min | 150 min | 420 min
Schnitt
Fosmido-
. 0 uM 0 uM OuM | 10uM | OuM IOuyM | OpuM | 10 uM
mycin
o-Pinen 35,3 36,4 82,4 514 n.d. 7,5 117.8 63,1
=100% | 103% | =100% 62% =100% | 54%
Camphen 0,2 0,5 3.4 16,2 n.d. n.d. n.d. 16,4
=100% | 250% | =100% | 476%
Sabinen 1,8 2,3 52,3 25,7 n.d. 6,5 8.4 8,0
=100% | 128% | =100% 49% =100% | 95%
Myrcen 2.9 3,0 3,6 1,6 3,6 0,5 6,5 2,5
=100% | 103% | =100% 44% =100% 14% | =100% | 38%
d-3-Caren 3,1 4,2 49,6 19,1 n.d. 7,8 90,4 36,3
=100% | 135% | =100% 39% =100% | 40%
Limonen 16,1 13,8 4,7 5,3 63,2 70,2 113,9 | 126,7
=100% 86% =100% | 113% | =100% | 111% ] =100% | 111%
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Ausnahmen beziiglich des Emissionsverhaltens nach der Hemmstoffzugabe bilden die
Terpene Camphen und Limonen. Fiir Limonen wurden durchweg bedeutende
Emissionen beobachtet. Gegentiber der leichten Abnahme der Emissionsrate von
Limonen beim Kontrollzweig ohne Fosmidomycinzugabe war bei allen mit
Fosmidomycin behandelten Zweigen im Vergleich zu dem jeweiligen Wert vor der
Hemmstoffinkubation ein leichter Zuwachs in der Emissionsrate zu beobachten. Auch
fiir Camphen wurde ein Anstieg der Emissionsraten gefunden. Allerdings wurde dieser
Anstieg nur bei dem Kontrollzweig und bei einem der mit Hemmstoff behandelten
Zweige beobachtet und ldsst daher keine eindeutige Aussage zum Emissionsverhalten

fiir diese Verbindung zu.

Die aus der GC/MS-Analyse der Emissionsproben nach 13C02-Exposition
hervorgegangenen Massenspektren (Vergleich der 13COz-Exposition vor und nach der
Fosmidomycinzugabe) wurden auf das Auftreten von Verschiebungen des
Masse-zu-Ladung (m/z)-Verhéltnisses hin untersucht. Diese Verschiebung wiirde den
Einbau von assimiliertem 13C02 in die Molekiile der untersuchten Kohlenwasserstoffe
widerspiegeln. Die Untersuchungen ergaben fiir alle untersuchten Terpene, dass die
zweimalige Exposition der Zweige mit BC-markiertem Kohlendioxid zu keiner
Verdanderung der Massenspektren fiihrte. Ein Einbau von kurz zuvor assimiliertem
Kohlenstoff in die Isoprenoid-Molekiilgeriiste dieser Monoterpene erfolgt also
offensichtlich nicht bei dem in Friihjahr beprobten G. biloba. Dies stimmt sehr gut mit

den Ergebnissen der Untersuchungen am im Spéatsommer beprobten Ginkgo iiberein.

3.3 [Emissionsmessungen an der Gattung Fucus

In einer weiteren Studie wurde das Emissionsverhalten von Braunalgen untersucht. Ziel
der Studie war es, die Kohlenwasserstoff-Emissionen verschiedener Arten der Gattung
Fucus abzuschitzen. Es sollte gezeigt werden, inwieweit bei diesen sehr urspriinglichen
Organismen Terpen-Emissionen der Gruppe der Cjo- bis Cis-Verbindungen auftreten.
Wihrend eines Forschungsaufenthalts an der Westkiiste Irlands wurden Messungen der
Emission von fliichtigen organischen Verbindungen von verschiedenen Fucus-Arten im
Connemara National Park bei Galway durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten einige
Stunden vor Niedrigwasser an trockengefallenen, aber noch frischen Thalli der
jeweiligen Art mit Hilfe der Kiuvettentechnik. Untersucht wurden die Arten

Fucus vesiculosus, F. serrataund F. spiralis.

Bei allen untersuchten Arten wurden keinerlei Mono- und Sesquiterpen-Emissionen
gefunden. Es traten aber bedeutende Emissionen von  halogenierten

Kohlenwasserstoffen auf. Diese auch als HVOCs (halogenated volatile organic
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compounds) bezeichneten Verbindungen machen dabei unterschiedlich grofle Anteile an
den Emissionen der verschiedenen Arten aus. Abbildung 33 gibt ein typisches
Massenchromatogramm, welches aus der GC/MS-Analyse von Emissionsproben

hervorgegangen ist, fiir die Art F. vesiculosus wieder.

B. 443 Tribromo -
79] oo~ Cheriott || thane
+
12? | Benzene \
16888 ZARA 3684 40688
g:21 16:41 25:81 33:21

Abb. 33: Massenchromatogramm der Emissionen von halogenierten
Kohlenwasserstoffen bei Fucus vesiculosus. Die Emissionsmessungen erfolgten im
Tidebereich einer Bucht des Connemara National Park, Galway, Irland. Alle Messungen wurden kurze
Zeit nach Trockenfallen der Makroalgen an noch frischen Thalli mit Hilfe einer Boden-Kiivette
vorgenommen. Die Analyse der Emissionsproben erfolgte mit einem GC/MS-System (DANI 6500 GC,
Dani GmbH; ITD 700, Finnigan-MAT). Gezeigt ist das Massenchromatogramm fiir das m/z-Verhiltnis
79 + 127.

Die Messungen erfolgten in der Regel tagsiiber, in Abhéngigkeit von den Tidezeiten.
Fir Fucus vesiculosus wurden zudem zwei Emissionsmessungen bei Nacht
durchgefiihrt. Neben Messungen an intakten Organismen erfolgte auch eine Messung an
einem Gemisch von totem Algenmaterial im Bereich der Hochwasserlinie. Tabelle 12
gibt die Emissionsraten fiir die untersuchten Arten F. vesiculosus, F. serrata und

F. spiralis und die Ergebnisse der Messung an totem Material wieder.
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Tab. 12: Emissionsraten der Hauptkomponenten der halogenierten
Kohlenwasserstoffe, emittiert von verschiedenen Fucus-Arten. Die Emissionsmessungen
erfolgten im Tidebereich einer Bucht des Connemara National Park, Galway, Irland. Alle Messungen
wurden kurze Zeit nach Trockenfallen der Makroalgen an noch frischen Thalli mit Hilfe einer Boden-
Kiivette vorgenommen. Auler fiir F. serrata (eine Messung) stellen die Daten Mittelwerte aus zwei (fiir
F. spiralis) bzw. drei Messungen (F. vesiculosus) dar. Folgende Thermodesorption/GC/MS-Analytik
wurde verwendet: DANI 6500 GC, Dani GmbH; ITD 700, Finnigan-MAT.

Spezies der Emissionsraten verschiedener halogenierter
Gattung Fucus Kohlenwasserstoffe [ng m’ s"]
CHzBrz CHBI‘3 CHzIz CHzClI
F. vesiculosus 0,41 2,41 0,59 0,11
F. serrata 0,11 2,50 0,09 -
F. spiralis 0,59 5,00 0,60 0,05
F. vesiculosus
oo 2,24 56,41 0,35 -

Nacht-Emission
Totes  Algen-

. 1,42 84,20 0,49 -
Gemisch

Die Hauptkomponente der Emissionen, welche bei diesen Messungen gefunden wurde,
war Tribromomethan. Hochste Emissionsraten von 5ngm™s” wurden fiir die Art
Fucus spiralis ermittelt. Deutlich héhere Werte wurden fiir F. vesiculosus bei den
Nachtmessungen und fiir die Freisetzungen aus dem toten Algengemisch gemessen. Die

Abgaberaten liegen hier um {iber das 10-fache héher.

Sehr viel kleinere Mengen wurden fiir Dibromomethan in den Emissionen der einzelnen
untersuchten Arten gefunden. Die durchschnittlichen Emissionsraten lagen dabei nicht
iiber 1ngm?s'. Eine Ausnahme bilden auch hier die Nacht-Emissionen von
F. vesiculosus, welche mit einem Wert von 2,24 ng m~ s ermittelt wurden. Auch die
Abgaberaten von iodierten Kohlenwasserstoffen lagen fiir alle Arten mit deutlich unter
1ngm?s” sehr niedrig. Chloroiodomethan wurde nur von F. vesiculosus in Mengen
von 0,1 ng m?s’ und in geringeren Mengen von 0,05 ng m?s' von F. spiralis
emittiert.
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Analyse und Charakterisierung der
Kohlenwasserstoff-Emissionen verschiedener Pflanzenarten. Zum einen war es Ziel der
Arbeit, die Quellstdrke dieser biogenen Kohlenwasserstoff-Emissionen fiir die Art
Pinus sylvestris im Freiland zu bestimmen. Dabei wurden die Variationen dieser
Emissionen von Individuum zu Individuum bei P. sylvestris und von Spezies zu Spezies
einer Gattung (P. sylvestris / P. nigra) bestimmt. Die Untersuchungen erfolgten unter
Beriicksichtigung der jahreszeitlichen Einfliisse von exogenen (meteorologischen) und

endogenen (entwicklungsphysiologischen) Faktoren.

Zudem wurden die Emissionen von verschiedenen Spezies der Gattung Fucus als
Vertreter von vergleichsweise urspriinglichen Organismen untersucht. Hier sollte
gezeigt werden, inwieweit Emissionen von Mono- oder Sesquiterpenen auftreten, bzw.

welche anderen Kohlenwasserstoffe von diesen Organismen emittiert werden.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war die Untersuchung der Isoprenoid-Biosynthese, welche
fir die  gefundenen  Kohlenwasserstoff-Emissionen  verantwortlich ist.
Emissionsmessungen bei Versuchen mit dem Biosynthese-Hemmstoff Fosmidomycin
und die "CO,-Exposition der untersuchten Pflanzen ermdglichen Aussagen iiber
Synthesewege und die Nutzung von Vorstufen bei der Biosynthese von Mono- und
Sesquiterpenen. Zudem wurde mit Hilfe von FEmissionsmessungen nach
3C0,-Exposition die Geschwindigkeit des Umsatzes von assimiliertem Kohlendioxid

in die emittierten Kohlenwasserstoffe untersucht.

4.1 Untersuchungen zu der jahreszeitlichen Anderung der Zusammensetzung
und dem Emissionsverhalten von fliichtigen Kohlenwasserstoffen bei Pinus

sylvestris L. und Pinus nigra L.

Die Art P. sylvestris ist in der nordlichen Hemisphdre eine der am héufigsten
vorkommenden Baumarten. Sie bildet grole Bestinde in Kanada, Skandinavien und
Sibirien. In Deutschland ist die Kiefer neben der Fichte eine der am h&ufigsten
vertretenen Koniferen (Bundesministerium fiir Erndhrung, 1990). Pinus sylvestris ist als
bedeutende Quelle von fliichtigen organischen Verbindungen bekannt (z.B. Peterson &
Tingey, 1980; Janson, 1993; Kesselmeier & Staudt, 1999). Kenntnisse iiber die Hohe
der Freisetzungsraten von Kohlenwasserstoffen sowie deren Zusammensetzung aus
Einzelkomponenten sind fiir die Einschidtzung des relativen Anteils von biogenen

Verbindungen an der Gesamtmenge dieser Gruppe von Spurengasen in der Atmosphére
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von besonderem Interesse. Sie bilden damit eine Grundlage fiir Modellierungen sowohl

der regionalen als auch der globalen Klimaentwicklung unserer Erde.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen klar, dass sowohl die Gesamt-Emission
der Hauptkomponenten als auch die Zusammensetzung der Emissionen deutlichen
Anderungen im jahreszeitlichen Verlauf unterliegen. Neben dem grundsitzlichen
Problem der Vergleichbarkeit von Ergebnissen aus verschiedenen Studien, ausgertistet
mit unterschiedlichen Probenahme- und Analytik-Systemen, spielt somit der Zeitpunkt
der Emissionsmessung fiir die Vergleichbarkeit eine entscheidende Rolle. Zeitlich
ausgedehnte = Untersuchungen mit Hilfe der Kiivettentechnik {iber eine
Vegetationsperiode hinweg sind verhdltnismiBig aufwendig. Dies ist begriindet durch
die technischen Voraussetzungen, welche bedingen, dass die Kiivetten sinnvollerweise
nach jeder Messkampagne vom Baum abgenommen werden, um die Einwirkung durch
dauerhaften mechanischen Stress am untersuchten Zweig und die damit verbundene
Beeinflussung des Emissionsverhaltens zu verhindern. Dieser technische Aufwand ist
sicher mit ein Grund dafiir, dass zwar von verschiedenen Arbeitsgruppen grundsétzlich
jahreszeitliche Unterschiede im Emissionsverhalten beobachtet und berichtet werden,
aber nur wenige systematische Studien zu diesem jahreszeitlichen Einfluss in der
Vergangenheit durchgefiihrt wurden und nur entsprechend wenig Datenmaterial fiir den
Zeitraum eines gesamten Jahres zur Verfiigung steht. Sollen einer Modellierung der
Klimaentwicklung aber biogene Emissionsdaten zur Verfiigung gestellt werden, so ist
diese Differenzierung der jahreszeitlichen Anderungen der Quellstirken der VOC-

Emissionen unabdingbar.

4.1.1 Die Kohlenwasserstoff-Emission bei Pinus sylvestris L. und Pinus nigra L.

zu verschiedenen Jahreszeiten

Beide 1998 untersuchten Einzelbdume der Art Pinus sylvestris zeigen hochste Terpen-
Gesamt-Emissionen im Sommermonat Juli mit dann zuriickgehenden Emissionsraten.
Die Emissionsraten liegen dabei im Herbst noch deutlich unter den Raten der Friihjahr-
Monate. Fiir das Folgejahr werden nur fiir einen der beiden Biume hochste
Emissionsraten im Juli bestimmt. Baum 2 hingegen zeigt die maximalen Werte der
Kohlenwasserstoff-Emission im Oktober und nur vergleichsweise geringe
Emissionsraten im Mai und Juli mit keinen deutlichen Unterschieden fiir diese beiden
Monate. Die in der vorliegenden Arbeit erfasste jahreszeitliche Variation der
Emissionsraten wurde ebenfalls von einigen anderen Arbeitsgruppen sowohl fiir
P. sylvestris als auch fiir andere Koniferen-Arten beobachtet. Aufgrund einer dhnlichen
Zeitauflosung der Messungen wie in der vorliegenden Arbeit ergibt sich die beste
Vergleichbarkeit mit einer Studie, die 1989/90 an Waldkiefern in Schweden
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durchgefiihrt wurde (Janson, 1993). Hier wurde die Saisonalitdt der Emissionen bei
P. sylvestris mit maximalen Emissionsraten im Juni/Juli ermittelt. Die gemessene
Gesamt-Emission wird fiir den Monat Juli fiir eine Temperatur von 30 °C mit
230 pmol m™s™ (dies entspricht 1,3 pg grg”' h™') bestimmt, wobei dieser Wert der
Sommermonate um das 3- bis 4-fache hoher liegt als die gemessenen Werte im Mai und
im August des gleichen Jahres. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit entsprechen in
ihrer Hohe diesen Emissionsraten sowie den beobachteten jahreszeitlichen Anderungen

der Emissionsraten.

Die Ergebnisse der vergleichenden Messungen an P. nigra, welche in den Monaten
August bis Oktober 1998 im Hartheimer Forst durchgefiihrt wurden, zeigen fiir diese
Spezies der Gattung Pinus &dhnliche Emissionsraten. Aufgrund der nur wenigen
Messungen ist eine Interpretation beziiglich der saisonalen Unterschiede im
Emissionsverhalten fiir P. nigra schwierig. Die gemessenen Terpen-Gesamt-Emissionen
zeigen fiir die Monate September und Oktober mit Werten um 50 pmol m™s™ #hnlich
hohe Emissionsraten wie die Waldkiefer zu dieser Jahreszeit. Allerdings liegen die
mittleren Emissionen im August mit etwa 250 pmol m™s™ um fast das Vierfache hoher

als die ermittelten Emissionen bei P. sylvestris.

Die von verschiedenen Autoren durchgefithrte Ermittlung der Emissionsraten fiir
Standard-Bedingungen weisen deutliche Unterschiede auf. Fir Pinus sylvestris
errechnete Janson (1993) fiir Standard-Bedingungen von 20 °C fiir den Monat Juli eine
Emissionsrate von 140 = 70 pmol m?s’ (entspricht 0,8 £ 0,4 pg grg' h™), gemittelt aus
Messungen an vier verschiedenen Orten in Schweden. Die in der vorliegenden Arbeit
ermittelten Standard-Emissionen bei 30 °C und 1000 umol m™? s’ PAR liegen fiir
Baum 1 mit 190 pmol m?s’ (entspricht 1,1 pg grg'h") in  der gleichen
GroBenordnung. Fiir Baum 2 werden mit 1270 pmol m?s’ (entspricht 7,3 pg grg ' hh

Emissionen einer Gréenordnung mehr ermittelt.

In Laborversuchen wurden fiir junge Waldkiefern vergleichsweise niedrige Standard-
Emissionen, normiert auf 25 °C, mit Werten zwischen 20-120 pmol m?2s?! (entspricht
0,12-0,69 nug grg' h") ermittelt (Shao et al., 2000). Bei Untersuchungen an
verschiedenen europdischen Waldbdumen errechnete Staudt (1997) fiir die Waldkiefer
Standard-Emissionsraten von 1050 pmol m™ s, dies entspricht 6 pg gr¢™' h™' (Staudt,
1997). Die grofften Emissionsraten wurden fiir Pinus sylvestris in verschiedenen
Gebieten der ehemaligen Sowjetunion ermittelt. Hier lagen die Werte fiir Nadeln der
Spitzen von untersuchten Zweigen, bezogen auf das Nadel-Frischgewicht, gemessen bei
28 °C im Monat Juli bei 19 pg gpg'l h™', was 8570 pmol m™ s™ entspricht (Isidorov et al.,

1985). Die Schwankungsbreite in den Werten der ermittelten Kohlenwasserstoff-
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Emissionen liegt zwischen den verschiedenen Studien bei Unterschieden von bis zu
einem Faktor 100. Dies macht die Schwierigkeit der Einschitzung der Quellstirke
biogener Emissionen von Pinus sylvestris deutlich. Auch die in der vorliegenden Arbeit
von Jahr zu Jahr fiir die Standard-Emissionen ermittelten Unterschiede bei den selben

Bdumen belegen dieses grundsétzliche Problem.

Dass die beobachteten jahreszeitlichen Unterschiede im Emissionsverhalten der
Kohlenwasserstoffe nicht auf die Art P. sylvestris beschrinkt sind, zeigt der Vergleich
mit Ergebnissen aus Untersuchungen an anderen Koniferen-Arten. So werden z.B. fiir
Pinus pinea L. maximale Werte der Gesamt-Emission im Sommer im Bereich von
1220-2620 pmol m?s’ (entspricht  7-15 pg grg'h") und deutlich niedrigere
Emissionen im Frithjahr und Herbst von 350-610 pmol m?s’ (entspricht
2-3,5 ng grg' h™") gefunden (Staudt et al., 1997). Bei der Fichten-Art Picea glauca
werden mit Sommer-Emissionen von 2095 pmol m?s’ (entspricht 12 pg grg' h™) und
Friithjahr/Herbst-Emissionen von 1220 pmol m?s’! (entspricht 7 pg gr' h™") dhnliche
Verhiltnisse der Unterschiede zwischen den Jahreszeiten beobachtet (Kempf et al.,
1996). Junge Pflanzen von Picea abies (L.) Karst. zeigten in Laborstudien ebenfalls
jahreszeitliche Anderungen in der Emission von Monoterpenen (Kahl, 1997). Hier fillt
zudem besonders die deutliche Zunahme des Anteils von o-Pinen an der Gesamt-
Emission der Monoterpene in der Zeit von Mitte Juli bis Anfang September auf. Eine
dhnliche Beobachtung konnte im Jahr 1999 fiir die Gesamt-Emission bei den Freiland-
Untersuchungen der vorliegenden Arbeit an P. sylvestris zwischen Juli und Oktober
gemacht werden. 1998 trat diese Erhohung zum Ende des Jahres hin allerdings nicht
auf, und bis jetzt wurden auch keine solchen Beobachtungen von anderen Autoren
berichtet.

Neben der Temperatur und der Lichtintensitét, welche grundsétzlich als beeinflussende
Faktoren auf die Kohlenwasserstoff-Emissionen bekannt sind und in entsprechenden
Algorithmen der jahreszeitlichen Anderung der Emissionen mit eingehen (Tingey &
Manning, 1980; Guenther et al., 1993; Guenther, 1997; Schuh et al., 1997), werden von
einigen Autoren auch andere bisher in den Modellierungen noch nicht beriicksichtigte
EinflussgroBen beobachtet. Die Feuchte der Luft und der emittierenden
Pflanzenoberfldche, ebenso wie die mechanische Beeinflussung der Pflanze durch
Wind, Hagel und Regen werden als zusitzliche Faktoren diskutiert (Yatagai et al.,
1995). Die in dieser Arbeit vorliegenden Ergebnisse unterstiitzen die Wichtigkeit dieser
zusitzlichen Faktoren. So wurden die hochsten Emissionen im Juli 1998 und im
Oktober 1999 unter Bedingungen gemessen, welche sowohl durch vergleichsweise hohe
Luftfeuchtigkeit als auch durch hohe Windgeschwindigkeiten charakterisiert waren. Die

Juli-Messkampagne 1998 musste aufgrund von Sturmbéen zeitweise unterbrochen



4 Diskussion 97

werden. Wihrend der Messkampagne im Oktober 1999 herrschte wéihrend der gesamten
Zeit der Messungen Nebel im umliegenden Forst, welcher in den Zweig-Kiivetten zu
Werten fiir die relative Luftfeuchtigkeit von bis zu 83 % fiihrte.

4.1.2 Zusammensetzung der Kohlenwasserstoff-Emission im jahreszeitlichen
Verlauf

Grundsitzlich sind die fiir die untersuchten Baume ermittelten Hauptkomponenten der
Kohlenwasserstoff-Emissionen typisch fiir die untersuchten Arten und stimmen mit den
Ergebnissen anderer Studien iiberein (Ross & De Serves, 1991; Janson, 1992; Janson,
1993; Kahl, 1997; Janson & De Serves, 1999; Hauff et al., 1999). In Koniferen-Waldern
machen die Monoterpene den Hauptanteil an den von den Bdumen in die Atmosphére
abgegebenen fliichtigen Verbindungen aus (Enders et al., 1992). Dabei dominieren
o-Pinen und 8-3-Caren tiblicherweise die Terpen-Emissionen von Pinus-Arten borealer
Standorte. Neben diesen aus der Literatur bekannten Emissionen wurde in dieser Arbeit
auch das Monoterpen [B-Pinen als Hauptkomponente der Gesamt-Emission von
P. sylvestris ermittelt. Dabei ist der Anteil dieser Verbindung an der Gesamt-Emission
mit bis zu 43 C-mol-% deutlich hoher als in den oben genannten Studien beschrieben.
Messungen einer anderen Arbeitsgruppe im selben Forst bestdtigen f-Pinen als eine der
Hauptkomponenten der Emissionen der untersuchten Bdume im Hartheimer Forst
(Komenda & Koppmann, 2000).

In der Literatur findet sich, ebenso wie fiir die Hohe der Gesamt-Emission an
isoprenoiden Kohlenwasserstoffen beschrieben, auch eine grofle Bandbreite der
ermittelten ~ Emissionsraten ~ der  verschiedenen  Einzelkomponenten  der
Kohlenwasserstoff-Emission von P. sylvestris. Fiir a-Pinen werden zum Beispiel Werte
von 80 pmolm™ s (entspricht 0,45 pggrg' h') und fir P-Pinen Werte von
50 pmol m™ s (entspricht 0,3 pg grg” h™") ermittelt (Peterson & Tingey, 1980). Janson
(1993) ermittelte fiir einen Forst in Schweden an P. sylvestris dhnliche Emissionsraten,
wohingegen von anderen Autoren fiir diese Verbindungen Abgaberaten in der
Grofenordnung von 350-1220 pmol m? s (entspricht 2-7 ug grg' h™') gemessen
wurden (Khalil & Rasmussen, 1992).

Fiir die aufgefiihrten Hauptkomponenten weisen die zwei in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Bdume einige Unterschiede in deren Beitrag zu der Gesamt-Emission auf.
Besonders auffillig ist das vollige Fehlen einer Emission von 8-3-Caren bei Baum 2
und der hier ermittelte gréBere Anteil von P-Pinen an der Gesamt-Emission. Um
sicherzustellen, dass die sehr geringe d-3-Caren-Emission wirklich das Ergebnis des

Emissionsverhaltens von Pinus sylvestris darstellt und nicht auf artifizielle Verhéltnisse
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in der individuellen Zweig-Kiivette zurlickzufiihren ist, wurden die Kiivetten
wechselseitig eingesetzt und auch Messungen mit der Kiivette des Baumes 1 an Baum 2
durchgefiihrt. Auch mit dieser Kiivette, in der an Baum 1 eine deutliche Emission von
8-3-Caren ermittelt wurde, konnte keine entsprechende Emission fiir Baum 2 gefunden
werden. Die beobachteten Unterschiede in der Zusammensetzung der Emissionen einer
Art wurden auch von anderen Arbeitsgruppen beobachtet. So fanden
Komenda & Koppmann (2000) bei Messungen an benachbarten Kiefern im Hartheimer
Forst einen Baum, welcher ebenfalls keine bedeutende Emission von 3-3-Caren zeigte
und einen groBeren Anteil an B-Pinen an der Gesamt-Emission aufwies. Vergleichbar
deutliche Unterschiede in der Zusammensetzung der Monoterpen-Emissionen wurden
auch bei Messungen an P. sylvestris an verschiedenen Orten und zu verschiedenen
Zeiten der Jahre 1996 und 1997 in Skandinavien ermittelt (Janson & De Serves, 1999).
Auch hier fanden sich Kiefern ohne jegliche Emissionen an 8-3-Caren. Eine Erh6hung
des Anteils von P-Pinen an der Gesamt-Emission wurde hier allerdings nicht

beobachtet. Statt dessen wurde ein erhdhter Anteil von a-Pinen gefunden.

Die beschriebenen Unterschiede in der Zusammensetzung der Emission treten laut
einiger Autoren bei P. sylvestris typischerweise besonders fiir die Komponente
8-3-Caren auf (Juvonen, 1966; Hiltunen, 1975). Zudem wurde fiir Messungen im Mai
und Juli in Finnland und in Schweden ein Nord/Suidgefille fiir die relativen Emissionen
von d8-3-Caren berichtet, wobei das Verhiltnis 6-3-Caren/a-Pinen nach Siiden hin
kleiner wird (Hiltunen et al., 1975; Janson, 1993). Mit 61 C-mol-% Anteil an der
Gesamt-Emission (Mittelwert aus den Emissionen von Mai und Juli 1999) entspricht
der Wert der §-3-Caren-Emission im sitiddeutschen Hartheimer Forst dem in Siid-
Skandinavien ermittelten Wert. Ein weiteres Nord/Stidgefille ist somit fiir diese
Ausdehnung nicht auszumachen und muss zunichst als regional begrenzt eingestuft
werden. Zudem zeigt der Vergleich der Messungen der vorliegenden Arbeit fiir 1998
und 1999, dass sich die Zusammensetzung der Gesamt-Emission von Jahr zu Jahr
deutlich @&ndern kann. Dies gilt sowohl fiir den Anteil von 3-3-Caren an den ermittelten
Emissionen als auch fiir die Anteile der anderen Hauptkomponenten der
Kohlenwasserstoff-Emission. Fiir 0-3-Caren wurden fiir die verschiedenen Jahre

Unterschiede im Anteil an der Gesamt-Emission von mehr als einem Faktor 2 ermittelt.

Bedeutende Unterschiede in der Zusammensetzung der Emissionen zwischen
Einzelpflanzen sind erwartungsgemill nicht auf die Art P. sylvestris beschrinkt.
Verschiedene Autoren berichten z.B. fiir die Art Pinus pinea L. ebenfalls von solchen
Variationen im Emissionsverhalten von Bdumen einer Art (Corchnoy et al., 1992; Pio et
al., 1993; Street et al., 1997; Staudt et al., 1997).
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Eine mogliche Erkldarung des fast volligen Fehlens von 6-3-Caren in den Emissionen
von Baum 2 konnen die Unterschiede in der Anzahl junger und dlterer Nadeln an den
untersuchten Zweigen sein. Der Anteil an diesjdhrigen Nadeln an der Gesamt-
Nadelmenge war am Baum 1 hoéher als am Baum 2. Untersuchungen haben gezeigt,
dass 8-3-Caren besonders von jungen Nadeln als Fralschutz, gegen Insekten gerichtet,
emittiert wird (Larsson & Tenow, 1980). Der unterschiedliche Anteil von jungen,
diesjdhrigen und élteren Nadeln kann somit zu den Unterschieden in der
Zusammensetzung der Emissionen beitragen und die nur geringen Emissionsraten bei

Baum 2 zumindest teilweise erkliren.

Es wurde berichtet, dass im Laufe des Jahres mit dem Heranwachsen der Nadeln der
Anteil an 6-3-Caren an der Gesamt-Emission abnimmt (Juvonen, 1966). Bei Zweigen
mit bedeutendem Anteil an jungen Nadeln sollte somit eine Anderung des Verhiltnisses
der Emission von 08-3-Caren zu anderen Komponenten zu beobachten sein. Der
Vergleich der Emissionsraten der Hauptkomponenten {iber das Jahr 1998 hinweg zeigt
allerdings fiir die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Ergebnisse keine deutliche
Tendenz in bezug auf deren Verhiltnis zueinander. Die von Janson (1993) fiir das
Verhéltnis der Emissionen von 6-3-Caren zu o-Pinen beobachtete Entwicklung,
ausgehend von einem hohen Wert im Frithjahr mit einer abnehmenden Tendenz in den
Sommermonaten und danach ansteigender Werte im Herbst, konnte fiir die hier
vorgestellten Messungen an P. sylvestris nicht bestétigt werden. Statt dessen dndert sich
das Verhiltnis dieser beiden Komponenten bei den Untersuchungen im Hartheimer
Forst zueinander weniger deutlich. Nur fiir den Monat Juni verschiebt sich das
Verhiéltnis bedeutend in Richtung 5-3-Caren. Bei genauerer Betrachtung ist aber der
Einfluss der verstdrkten Emission von §-3-Caren durch junge Nadeln durchaus
erkennbar. Bei den Messungen im Monat Mérz wurde bereits ein sehr gro3er Anteil von
8-3-Caren von tiber 50 C-mol-% an der Gesamt-Emission ermittelt. Der Austrieb junger
Nadeln wurde in der April-Messkampagne beobachtet. Zu diesem Zeitpunkt ist der
Anteil von 8-3-Caren an der Emission noch fast unveridndert. Erst im Juni ist der Anteil
dieser Komponente mit 68 C-mol-% der Gesamt-Emission deutlich erhoht. Zu dieser
Zeit sind die jungen Nadeln schon stark ausgetrieben und emittieren bedeutende

Mengen an 3-3-Caren.

Fir die Zusammensetzung der Emissionen findet sich interessanterweise fiir den
Baum 2 eine vergleichbare Entwicklung, wie sie von Janson (1993) beobachtet wurde,
dies allerdings flir das Verhéltnis von B-Pinen zu o-Pinen. Bis auf einen sehr hohen
Wert fiir den Oktober folgt das im Hartheimer Forst ermittelte Verhiltnis der von

Janson (1993) beschriebenen Entwicklung. Auch fiir die verhiltnisméfig wenigen
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Messpunkte des Jahres 1999 ist diese jahreszeitliche Entwicklung der Verhéltnisse der

beiden Verbindungen zueinander deutlich erkennbar.

Die in der vorliegenden Arbeit in ihrer ausfiihrlichen Art erstmalig beschriebenen
Ergebnisse zu der Untersuchung des Emissionsverhaltens auch anderer
Kohlenwasserstoffe (sauerstofthaltige Verbindungen und Sesquiterpene) zeigt eine
grofle Fiille zusdtzlich zu den Monoterpenen emittierte Komponenten. Der Beitrag
dieser Kohlenwasserstoffe zur Gesamt-Emission fillt mit durchschnittlich 5 C-mol-%
vergleichsweise gering aus. Lediglich im Monat August 1998 (fiir Baum 1) und im Mai
1999 (fiir beide Bédume) erreichen diese Verbindungen einen Anteil von 18 C-mol-% an
der Gesamt-Emission. Bei den Laubbiumen Hainbuche und Birke bilden die
Sesquiterpene alleine einen Anteil von bis zu 50 C-mol-% an der Gesamt-Emission der
Cio- bis Cys-Terpene (Koenig et al., 1995). Dennoch kénnten auch diese Emissionen der
oft hoch reaktiven Verbindungen mit atmosphérischen Umsatzzeiten im Minutenbereich
neben dem Beitrag zur Chemie im einzelnen Bestand ebenso aufgrund der Haufigkeit
der Art P. sylvestris besonders in der nordlichen Hemisphére bedeutend zur Chemie der

Atmosphére beitragen.

Ein Grund fiir die in der vorliegenden Arbeit deutlich werdende starke Varianz der
ermittelten Emissionsdaten ist nicht zuletzt auch der Einfluss der Lebensbedingungen
am Standort auf das Emissionsverhalten der jeweils untersuchten Bdume. Bei
Untersuchungen in Europa fand man diesbeziiglich deutliche Unterschiede im
Emissionsverhalten fiir verschiedene Koniferen. So variieren z.B. die Emissionen von
Kiefer und Fichte, welche in fiinf verschiedenen Regionen von Nord- und Mitteleuropa
ermittelt wurden, um das 50-fache (Janson, 1993). Sowohl das Nahrstoffangebot des
Bodens als auch die klimatischen Bedingungen des individuellen Standorts der
untersuchten Baume wirken sich hier auf das Emissionsverhalten aus. Pflanzen zeigen
eine individuelle Auspridgung eines Emissionsverhaltens aufgrund ihrer spezifischen
Stoffwechseltitigkeit. FEine Spezifitit gilt auch - und besonders - fiir den
Sekundirstoffwechsel. Da metabolische Prozesse, die zu diesem Stoffwechsel gezéhlt
werden, meist nicht mit dem Ziel der grundsitzlich benétigten Primédrversorgung des
pflanzlichen Organismus ablaufen, sondern Sekundérprozesse darstellen, werden sie oft
vorzugsweise von exogenen Umweltfaktoren induziert und bestimmt. Wie fiir andere
Interaktionen Pflanze/Umwelt bekannt wurden diese individuellen Ausprigungen,
bestimmt durch exogene Faktoren, auch in Bezug auf das Emissionsverhalten der
Kohlenwasserstoffe gefunden (Monson et al., 1995). In Untersuchungen an Quercus
robur L. wurde fiir deren Isopren-Synthase eine gute Korrelation der Enzym-Aktivitit
mit den jahreszeitlich unterschiedlichen Isopren-Emissionsraten iiber das Jahr hinweg

ermittelt (Lehning et al., 1999). In jlingsten Untersuchungen wurde diese Saisonalitit
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der Enzym-Aktivitdt auch fiir Monoterpen-Synthasen in Quercus ilex L. und Picea
abies (L.) Karst. gefunden (Fischbach et al., 2001).

Dariiber hinaus fithren komplexe Interaktionen zwischen der Pflanze und ihrer belebten
Umwelt (z.B. Herbivoren- oder Pathogenbefall) zu der individuellen Ausbildung einer
groBen Breite an Stoffwechselaktivititen in der Pflanze, welche erst teilweise
verstanden sind. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen zudem, dass
individuelle Ausprdgungen offensichtlich auch bei zwei Individuen im selben
Lebensraum am gleichen Standort auftreten konnen. Diese Beobachtung wird von
Ergebnissen anderer Studien gestiitzt. So wird bei verschiedenen Autoren im Vergleich
des Emissionsverhaltens deutlich, dass trotz eines Arbeitens unter unverinderten
Standard-Bedingungen an gleichen Pflanzen es zu bedeutenden Unterschieden in den
erzielten Emissionsraten kommt (Kesselmeier & Staudt, 1999). Die Griinde fiir diese
Variabilitit der Organismen sind noch weitestgehend unverstanden. Grundsétzlich ist zu
bedenken, dass jede Pflanzen je nach ihrer genetischen Disposition spezifische
Merkmale ausbildet. Ein entsprechender Einfluss auf das Emissionsverhalten wurde in
der Vergangenheit von anderen Autoren beschrieben (Steinbrecher et al., 1999). Die in
der vorliegenden Arbeit beschriebenen Individuen von P. sylvestris wurden bei ihrer
Pflanzung als Setzlinge, ungeachtet ihrer Abstammung mit unterschiedlichem
Ursprung, ausgewidhlt und sind von daher nicht mit den gleichen genetischen
Merkmalen ausgeriistet (Dr. Jager, Freiburg; miindl. Mitteilung). Eine Ursache fiir die
ermittelten Unterschiede im FEmissionsverhalten fiir die untersuchten Bdume der
vorliegenden Arbeit kann somit zumindest teilweise tiber eine genetische Variabilitit

der Individuen erklirt werden.

Diskutiert wird auch die verstirke Produktion und Emission von Terpenen als
Uberschussreaktion bei einer ausgelasteten Photosynthese-Aktivitit. Diese Auslastung
der Photosynthese kann zeitweise bei hohen Lichtintensititen auftreten. Hierbei wird
tiber die durch die Elektronentransportkette des Photosynthese-Apparates
bereitgestellten Elektronen NADP™ zu NADPH reduziert. Dieses NADPH steht dann
diversen Stoffwechselvorgéngen der Pflanze als Reduktionsdquivalent zur Verfiigung.
Kann die Menge an reduzierbaren NADP -Molekiilen nicht schnell genug durch den
Umsatz in diesen Stoffwechselvorgidngen regeneriert werden, kommt es zu einem
Riickstau von Elektronen in der Transportkette und zudem zur Bildung von Sauerstoff-
Radikalen,  hervorgehend aus der  Wasserspaltung am  Anfang  der
Elektronentransportkette. Diese Radikale sind fiir die Zelle toxisch und fithren zur
Zerstorung von Zellstrukturen. Eine Moglichkeit, diese Zerstérung zu verhindern, ist die
verstarkte Synthese von Terpenen. Aufgrund ihrer ungesittigten Molekiil-Struktur

reagieren Terpene gut mit Sauerstoffradikalen und fungieren somit als
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»Radikal-Fanger”, welche die Radikale unschéddlich machen. Zudem benétigt die
Synthese von Terpenen Reduktionsdquivalente, was zur Freisetzung von reduzierbaren
NADP"-Molekiilen fiihrt. Somit kann die Zerstorung von Zellstrukturen durch Radikale
tiber die Synthese leichtflichtiger Substanzen und der daraus resultierenden
Regeneration des reduzierbaren NADP -pools vermieden werden. Eine
Energieinvestition durch Vorgidnge des Sekundirstoffwechsels ist somit fiir den

Primérstoffwechsel von Nutzen.

Zeitweise wurde ein Zusammenhang der Emissionsraten mit der Stomata-Offnung
diskutiert. Eine Beeintrachtigung der Moglichkeit zur freien Emission der Pflanzen
bedingt durch die Anderung des Offnungszustandes der Stomata ist aber fiir die
vorliegenden Untersuchungen wenig wahrscheinlich. So wurde unter anderem in einer
Studie fiir die Emission von Isopren festgestellt, dass diese unabhingig von der
Stomata-Offnung des emittierenden Blattgewebes iiber die Kutikula erfolgt (Fall &
Monson, 1992). Dies wurde von anderen Autoren auch fiir die Monoterpen-Emission
gezeigt. Guenther etal. (1991) ermittelten an FEukalyptus, dass die Emission der
Kohlenwasserstoffe ebenfalls vollstindig iiber die Kutikula erfolgt und somit
unabhingig vom Offnungsgrad der Stomata ist. Dies wurde auch fiir die Emission von
o-Pinen bei der Eichen-Art Quercus ilex gefunden (Loreto et al., 1996).

4.1.3 Untersuchung der Einflussparameter auf die Kohlenwasserstoff-Emissionen

Die Ursache fiir die Emissionen aus Pflanzen sind nur teilweise verstanden. Ist fiir die
Emission des Cs-Kohlenstoffs Isopren sowohl ein Einfluss der Temperatur als auch der
Lichtintensitét allgemein anerkannt, werden die treibenden Kréfte fiir die Emissionen
von Monoterpenen aus Koniferen weiterhin kontrovers diskutiert. Verschiedene
Arbeitsgruppen beschrieben in Laborstudien fiir die Monoterpen-Emissionen von
Koniferen die Temperatur als bestimmenden Faktor, ohne dabei einen bedeutenden
Einfluss der Lichtintensitét auf die Emissionsraten feststellen zu konnen, (Tingey, 1981;
Guenther et al., 1991; Schiirmann et al., 1993; Kahl, 1997). Dabei variiert die Rate der
Abgabe der Monoterpene in die Atmosphire exponentiell mit der Nadeltemperatur,
gleich der Temperaturabhingigkeit des Dampfdrucks der Terpene auf der
physikalischen Grundlage des Clapeyronschen Gesetzes.

Die in den verschiedenen Messkampagnen der vorliegenden Arbeit ermittelten, wenn
auch vergleichsweise kleinen Emissionsraten der Hauptkomponenten bei Nacht deuten
auf das Vorhandensein einer lichtunabhidngigen Emission hin. Die logarithmische
Auftragung der Emissionsraten gegen die reziproke absolute Temperatur zeigt, dass

diese Temperaturabhingigkeit der Emission fiir die verschiedenen Jahreszeiten relativ
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konstant ist. Bei der Pinus-Art Pinus ponderosa wurde eine solche Anderung der
Temperaturabhingigkeit der Emission von Monoterpenen in deutlicherem Ausmal3
beobachtet (Lerdau et al., 1994). Lerdauetal. begriinden diesen Einfluss der
Temperatur mit der Anderung der Menge der in den Speicherriumen gelagerten
Monoterpene und der damit verbundenen Verfiigbarkeit von emittierbaren Substanzen
in der Pflanze, entsprechend der jahreszeitlich unterschiedlichen biosynthetischen
Leistung des Organismus. Dies wiirde die Saisonalitit der Kohlenwasserstoff-
Emissionen allein iiber eine Verfiigbarkeit der Substanzen in den Speicherrdumen
erkldren, unabhéngig von einer Emission direkt aus der Neusynthese der Verbindungen.
Allerdings werden fiir verschiedene Pflanzen unterschiedlich deutliche Korrelationen
zwischen dem Gehalt an Monoterpenen im Pflanzengewebe und den Emissionsraten
dieser Verbindungen gefunden. Fiir Pinus ponderosa (Lerdau et al., 1994) und
Pinus pinaster (Simon et al., 1994) zeigten sich deutliche Beziehungen zwischen
Terpen-Gehalt und Emission. Im Gegensatz dazu war dieser Zusammenhang bei
Untersuchungen an z. B. Picea abies (Schindler & Kotzias, 1989), Abies sachalinensis,
Thuja occidentalis (Yatagai et al., 1995) und einigen anderen europédischen Baumarten
(Staudt, 1997) nicht zu finden. Selbst fiir maximale Emissionsraten in einer vegetativen
Periode von ca. sechs Monaten errechneten Autoren fiir Picea abies eine Abgabe von
Monoterpenen der gesamten in Speicherrdumen zur Verfiigung stehenden Molekiile von
lediglich 4-5 % (Schindler & Kotzias, 1989).

Interessanterweise wurde z.B. auch fiir das Blattgewebe von Orangenbdumen
(Citrus sinensis) ein hoher Anteil der Monoterpene Sabinen und Limonen gefunden;
Hauptemission fiir diese Pflanze ist aber das Sesquiterpen -Caryophyllen (Benjamin et
al., 1996). Andererseits werden fiir einige Fichen-Arten hohe Monoterpen-
Emissionsraten ermittelt und dies, ohne dass diese Pflanzen Speicherrdume fiir diese
Verbindungen aufweisen (Staudt et al., 1993; Loreto et al., 1996; Staudt & Bertin, 1998;
Csiky & Seufert, 1999). Diese Beispiele zeigen, dass das Vorhandensein von hohen
Konzentrationen an fliichtigen Verbindungen im Gewebe nicht zwangsldufig auch hohe
Emissionsraten dieser Verbindungen bedingen muss und umgekehrt auch Pflanzen ohne
Speicherrdume zu sehr hohen Emissionsraten an Kohlenwasserstoffen féhig sind. Die
sogenannten  Pool-Pflanzen  (Pflanzen mit Speicherrdumen fiir  fliichtige
Kohlenwasserstoffe) zeigen also nicht zwangsldufig eine rein durch die physikalische
Verdampfung getriebene Emission, welche unabhidngig von physiologischen
Parametern eine nur temperaturgetriebene Abgabe von fliichtigen Substanzen aus

Speicherrdumen darstellen wiirde.

Die Anderung der Emissionsrate mit der Temperatur iibersteigt zudem fiir einige

Pool-Pflanzen die rein physikalische Emission nach Clausius-Clapeyron um den Faktor
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2 (Kahl, 1997), teilweise sogar um mehr als das 3-fache (Janson, 1993). Dieser
Umstand wird von einigen Autoren als Indiz fiir eine zusétzliche lichtinduzierte
Emission der Monoterpene in Koniferen angesehen (Steinbrecher et al., 1990;
Schiirmann et al., 1993; Kahl, 1997). Bei der Fichte konnte gezeigt werden, dass ein
Teil der a-Pinen-Emission von der vorherrschenden Lichtintensitit bestimmt wird
(Steinbrecher, 1989; Schiirmann et al., 1993). Janson (1993) fand Differenzen in der
temperaturunabhédngigen Emission von Monoterpenen von 50-70 %. Dabei ermittelte er
eine deutliche Abhingigkeit der Emissionsraten von der photosynthetisch aktiven
Strahlung PAR. Fiir Pinus pinea wurde bei Hell/Dunkel-Versuchen eine Erniedrigung
der Emissionsraten im Dunkel um den Faktor 3 fiir die Kohlenwasserstoffe o-Pinen und
Limonen bei annéhernd gleicher Temperatur, und fiir 1,8-Cineol sogar eine Reduktion
um das 100-fache ermittelt (Staudt et al., 1997).

Um den Einfluss der Strahlung auf die Emission der Monoterpene von P. sylvestris zu
charakterisieren, wurde der Algorithmus nach Guenther (1997) auf verschiedene Weise
auf die gemessenen Emissionsdaten der Hauptkomponente a-Pinen angewandt. Dieser
Algorithmus wurde fiir die Modellierung der aus der direkten de novo-Biosynthese
hervorgehenden Emission der Komponente Isopren ermittelt (Guenther, 1997). Mit
diesem Algorithmus wurden die gemessenen Emissionen von o-Pinen zum einen nur
mit dem Temperatur-Term (vgl. Material und Methoden 2.4 Gleichung 3), also ohne
den Einfluss von Licht zu berticksichtigen, modelliert. Zum anderen wurden sowohl der
Temperatur-Term (= pool-Term) als auch der  Licht/Temperatur-Term
( = de novo-Biosynthese-Term) fiir die Modellierung verwendet (vgl. Material und
Methoden 2.4 Gleichung3 und Gleichung 4). Auflerdem wurde der von
Tingey & Manning (1980) beschriebene Algorithmus als zweiter Modellierungsansatz
auf die Daten angewandt (vgl. Gleichung1). Dieser modelliert die
temperaturgetriebenen Emissionen von Monoterpenen aus Speicherrdumen, unabhéngig
von direkten Emissionen aus der de novo-Biosynthese (Tingey & Manning, 1980). Es
zeigt sich, dass alle Ansdtze die gemessenen Emissionen grundsdtzlich gut
wiedergeben. Die Abweichungen der modellierten Emissionen von den gemessenen

Daten liegt maximal bei 35 % fiir Baum 1 und bei 30 % fiir Baum 2.

Die Berechnungen machen deutlich, dass die Giite der Modellierung der gemessenen
Daten weitestgehend unabhéngig von der Art des gewéhlten temperatur- bzw. licht- und
temperaturabhéngigen Algorithmus ist. Ein klarer Einfluss der Lichtintensitdt auf das
Emissionsverhalten von P. sylvestris konnte mit den angewandten Algorithmen nicht
erwiesen werden. Allerdings wird tber die Verwendung der verschiedenen
Modellierungsansitze das Vorhandensein eines oder mehrerer bislang nicht

beriicksichtigter physiologischer Einflussparameter erkennbar. Dies zeigt die
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Notwendigkeit der individuellen Bestimmung der Standard-Emissionen fiir jeden Monat
im Jahr. Nur diese individuelle Anpassung ermoglicht eine gute Abbildung der
gemessenen Emissionen iiber einen der Algorithmen. Erfolgt eine solche Anpassung an
den saisonalen Einfluss auf die Abgaberate, kann das Emissionsverhalten fiir

P. sylvestris mit den genutzten Algorithmen gut modelliert werden.

Die gemessenen Emissionen lassen sich gut mit einem Modell darstellen, welches die
Emission abhéngig von der Abgabe von Kohlenwasserstoffen aus Speicherrdumen und
einer de novo-Biosynthese beschreibt (nach Guenther, 1997). Dieses bewertet die
Emissionen durchschnittlich etwas zu niedrig. Dabei zeigt sich, dass der um den Term
fiir den Licht-Einfluss erweiterte Algorithmus nach Guenther (1997) die gemessenen
Emissionen nur geringfiigig anders abbildet als der gleiche Algorithmus ohne
Licht/Temperatur-Term der Biosynthese, welcher nur den Temperatur-Term
( = pool-Term) beinhaltet. Der Vergleich der beiden gewahlten Ansétze nach Guenther
(1997) zeigt, dass die Lichtintensitdt nicht als die treibende Kraft der Emissionen
einzustufen ist. Dies macht der nur unwesentliche Unterschied in den Modellierungen
der beiden Ansitze deutlich. Fiir beide Ansétze gilt, dass die Hohe der errechneten
Emissionen grundsétzlich unter denen des Algorithmus nach Tingey & Manning (1980)
liegen, welcher die reine Abgabe von Kohlenwasserstoffen aus Speicherrdumen
abbildet. Somit spricht die Anwendung der Algorithmen der vorliegenden Arbeit bei
P. sylvestris fiir eine temperaturgetriecbene Abgabe von Kohlenwasserstoffen. Staudt
(1997) beobachtet eine lichtgetriebene Emission fiir die hauptsidchlich im mediterranen
Raum vorkommende Kiefern-Art Pinus pinea. Hier wurde eine bessere Darstellung der
gemessenen Emissionen unter Verwendung eines zusétzlichen Licht/Temperatur-Terms
im Algorithmus erzielt, verglichen mit der Modellierung der Daten nur mit einem
Temperatur-Term. Fiir die Waldkiefer fanden Steinbrecher et al. (1999) Biume, bei
denen das Emissionsverhalten ebenfalls besser mit Hilfe eines de novo-Terms
abzubilden war. Bei diesen Bdumen lag der de novo-Anteil der Emission bei bis zu
37 % der Gesamt-Monoterpen-Emission. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit fiir
P. sylvestris nicht gefunden werden. Der fehlende Einfluss des Lichtes wiirde bedeuten,
dass nicht primér die Beeinflussung der Photosynthese auf das Emissionsverhalten von
P. sylvestris wirkt, sondern dieses davon groBtenteils unabhéngig ist. Entweder ist die
Emission aus Speicherrdumen bei den hier untersuchten Bdumen borealen Standorts
deutlich stiarker als die Emission aus der direkt vorausgegangenen Biosynthese der
Terpene, oder nicht das Licht, sondern die Temperatur ist die treibende Kraft der
direkten Emission nach der Biosynthese der Terpene. Schiirmann und Ziegler (1993)
finden bei Picea abies einen deutlichen Zusammenhang von Biosynthese und Emission
tiber Expositionsversuche mit BC-markiertem Kohlendioxid, kénnen aber gleichzeitig

keine *C-markierten Terpene in den Speicherrdumen ausmachen. Die Unterschiede im
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Emissionsverhalten fiir die verschiedenen Jahreszeiten weisen auf einen Einfluss des
physiologischen Zustands des Baumes als den ausschlaggebenden Faktor fiir die Hohe
der Emissionsraten hin. Grund fiir die Unterschiede konnte die Ausstattung im
Enzymhaushalt und die Temperatur-Regulierung von verschiedenen Enzymen, welche

an der Synthese der emittierten Kohlenwasserstoffe beteiligt sind, sein.

Ein weiterer Aspekt der Strahlungsabhéngigkeit der Monoterpen-Emissionen wurde in
einer Laborstudie unter kontrollierten Bedingungen an jungen Kiefern ermittelt (Shao et
al., 2000). Die Emissionsraten der Monoterpene unter Belichtung lagen hier um
20-30 % hoher. Allerdings wurde in diesen Versuchen eine Lichtsittigung fiir die
Emissionen bereits bei 360 pmol m?s" gefunden. Dieser Strahlungswert entspricht
einem Anteil an vollem Sonnenlicht von etwa 15 %. Situationen mit einem
entsprechend schwachen Licht werden in Feldmessungen selten iiber ldngere Zeit
gefunden. Auch dies kann mit ein Grund fiir die relativ schwache Ausbildung eines
Licht-Einflusses auf die Emissionen sein und erschwert die Interpretation der

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit diesbeziiglich.

4.1.4 Modellierungsansiitze fiir biogene VOC-Emissionen

Nicht minder bedeutend fiir die grolen Differenzen in den Untersuchungen zu der
Quellstirke der Emissionen ist die in der vorliegenden Arbeit ermittelte Anderung der
Standard-Emissionen fiir verschiedene Jahreszeiten. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Anwendung des Algorithmus nach Guenther (1997) unter Verwendung von fiir eine
bestimmte Jahreszeit ermittelten Standard-Emissions-Faktoren auf verschiedene
Jahreszeiten zu keiner zufriedenstellenden Abbildung des Emissionsverhaltens von
P. sylvestris filhrt. Wie bereits weiter oben erw#hnt, zeigt sich beim Vergleich der
Emissionsdaten, dass zwar fiir die verschiedenen Jahreszeiten Unterschiede in der Hohe
der Emissionsraten auftreten, sich aber der Grad der Temperaturabhingigkeit der
Emission nicht bedeutend #ndert. Dies wird in der Auftragung nach Arrhenius (In
Emission gegen 1/T) fiir die verschiedenen Jahreszeiten deutlich. Folglich ist davon
auszugehen, dass der jeweilige Wert des Standard-Emissions-Faktors iiber die Hohe der
Standard-Emission entscheidet. Es wurden daher Standard-Emissions-Faktoren fiir jede
Messkampagne 1998 und 1999 ermittelt. Fiir die Ermittlung der Faktoren standen die
Emissionsdaten aus jeweils zwei aufeinander folgenden Messtagen fiir die

verschiedenen Jahreszeiten in 1998 und 1999 zur Verfiigung (n = 300).

Die bestimmten Standard-Emissionen variieren bedeutend tiber das Jahr hinweg.
Interessanterweise folgen sie groftenteils den absoluten, direkt temperaturabhéngigen

Emissionsraten. Ausnahmen bilden dabei die Emissionsraten des Baumes 2 fiir die
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Sommermonate Juni und Juli des Jahres 1998. Die Standard-Emissionen fiir beide
untersuchten Baume zeigen in 1998 Unterschiede fiir die Frithjahr- und Herbstmonate.
Hierbei tibersteigen die Werte im Friihjahr die der Herbst-Emissionen bedeutend bis zu
einem Faktor 10. Diese saisonalen Unterschiede in den Frithjahr- und
Herbst-Emissionen der Kohlenwasserstoffe werden in dieser Ausfiihrlichkeit in der
vorliegenden Arbeit zum ersten Mal beschrieben und koénnen fiir das Jahr 1998 fiir
andere Bidume der Art P. sylvestris des Hartheimer Forstes bestitigt werden (Komenda
& Koppmann, 2000). Eine solche temperatur- und lichtunabhéngige Saisonalitit in der
standardisierten Monoterpen-Emission wurde auch in einer anderen Studie fiir die
Kiefern-Art Pinus pinea beobachtet (Staudt et al., 1997). Auch andere Autoren finden in
ihren Untersuchungen diese Anderung der Standard-Emissionen fiir verschiedene
Jahreszeiten (Monson et al., 1995).

Die hier beschriebenen Ergebnisse werfen die Frage auf, ob biogene Emissionen mit
den heute zur Verfiigung stehenden Modellierungsansitzen iiber langere Zeitrdume hin
abgebildet werden konnen. Die Notwendigkeit, fiir eine gute Abbildung der gemessenen
Emissionen fiir jeden Monat neue Standard-Emissions-Faktoren bestimmen zu miissen,
zeigt, dass die verwendeten Algorithmen physiologische Einfliisse auf das
Emissionsverhalten der Pflanze nur ungeniigend beriicksichtigen. Eine Beschreibung
des Emissionsverhaltens wiirde fiir jede Anderung der klimatischen Bedingungen im
spezifischen Lebensraum der Pflanze eine neue Bestimmung von Emissionsfaktoren
erfordern. Dies ist aufgrund des bereits beschriebenen technischen Aufwandes der

Emissionsmessungen arbeitsintensiv und wenig praktikabel.

Neuere Ansétze einer Modellierung basieren auf den physiologischen Gegebenheiten in
der Pflanze und  deren  Anderungen  durch  umweltbedingte  und
entwicklungsphysiologische Einfliisse (Lehning et al., 2001). In ein solches Modell
miissen neben den kurzzeitig wirkenden Parametern wie der aktuellen Temperatur und
der vorherrschenden Lichtverhiltnisse sowie der CO,-Konzentration unter anderem
auch der vom Tages- und Jahresverlauf von Temperatur und Licht abhingige Auf- und
Abbau von Substanzmengen und die Enzymbildungs- und Abbauraten wihrend der
Pflanzenentwicklung eingehen. Untersuchungen an der Isopren-Synthase bei
Quercus robur L. haben gezeigt, dass die Hohe der Emissionsrate an Isopren mit der
Aktivitdt der Isopren-Synthase im Blatt korreliert (Lehning et al., 1999).
Langzeitunterschiede und jahreszeitliche Anderungen in der Isopren-Emission wurden
auch von anderen Autoren berichtet (Monson et al., 1992; Kuzma & Fall, 1993;
Schnitzler et al., 1997). Es besteht daher Grund zur Annahme, dass auch die Variation
der Monoterpen-Emission mit der Anderung der Menge an aktiven Monoterpen-

Synthasen im Blatt zusammenhéngt.
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Ausgehend von diesen Beobachtungen wurde fiir die Isopren-Emissionen von
Quercus robur kiirzlich ein Modell entwickelt, welches die Aktivitdtszustande sowohl
der Isopren-Synthase als auch der anderen an der Synthese von Isopren beteiligten
Enzyme berticksichtigt (Zimmer et al., 2000). In diesem als BIM (biochemical isoprene
emission model) bezeichneten Modell wurden die einzelnen chemischen, von Enzymen
katalysierten pflanzlichen Reaktionen als Differentialgleichungen formuliert und die
licht-, CO,- und temperaturabhingige  Isoprenbildung  mittels  dieses
Differentialgleichungssystems errechnet. Die Synthese von Isopren ist stark abhingig
von der Bildung des ersten stabilen Produkts der CO,-Fixierung der Photosynthese, dem
3-Phospho-Glycerat (Delwiche & Sharkey, 1993). Integriert in den Modellierungsansatz
wurde daher ein neues Modell, welches die Kohlenstoff-Assimilation der Photosynthese
unter Beriicksichtigung auch kurzfristiger Anderungen der Lichtverhiltnisse beschreibt
(Kirschbaum et al., 1998), und damit die Grundlagen der Verfiigbarkeit des Substrates

der Isoprenoidbildung nach dem heutigen Stand des Wissens berticksichtigt.

Die Anwendung dieses neuen Modellierungsansatzes und der Vergleich mit einem
bekannten Modell der Isopren-Emission (Guenther, 1997) erzielte in ersten Versuchen
fiir die Abbildung der Isopren-Emissionen aus Eichenbldttern gute Ergebnisse (Zimmer
et al., 2000). Das Modell bildet damit eine gute Grundlage fiir die Erweiterung auch auf
andere Emissionen, wie z.B. der verschiedenen Monoterpene, welche neben dem
Isopren - bevorzugt emittiert von Laubbdumen - die bedeutendsten Emissionen,
besonders fiir boreale Wailder, darstellen. Hier miissen zum einen die Enzym-
Eigenschaften der Prenyltransferase (welche u.a. fiir die Bildung der Monoterpen-
Vorstufen verantwortlich ist) und zum anderen der Einfluss der Emission von

gespeicherten Terpenen berticksichtigt werden.

4.2 Zeitliches Verhalten der Biosynthese und der Emission von fliichtigen

Kohlenwasserstoffen bei Ginkgo biloba L.

Bei den Untersuchungen zur Biosynthese von emittierten Mono- und Sesquiterpenen an
zwei Individuen von Ginkgo biloba L. wiesen die Pflanzen Unterschiede in der
Zusammensetzung der Emissionen und in der H6he der Emissionsraten auf. Hingegen
zeigten die Bidume bei den Monoterpen-Emissionen ein iibereinstimmendes Verhalten
beziiglich der Umsetzung von assimiliertem Kohlendioxid. In '*C-Markierungs-
Versuchen konnte fiir beide Baume kein direkter Einbau von zuvor assimiliertem
3C0O,-Kohlenstoff in emittierte Monoterpene gefunden werden. Eine '*C-Markierung
wurde hingegen erstaunlicherweise bei Sesquiterpenen beobachtet. Untersuchungen zur

Biosynthese der Isoprenoide wurden mit Hilfe des Hemmstoffs Fosmidomycin
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vorgenommen. Hier zeigte sich eine deutliche Reduktion der Emissionsraten fast aller
emittierten Monoterpene nach Gabe des Hemmstoffs. Dies ist ein Hinweis darauf, dass
eine zumindest teilweise Hemmung des plastidiren MEP-Synthese-Wegs durch

Fosmidomycin auftrat.

4.2.1 Zusammensetzung der Kohlenwasserstoff-Emission von Ginkgo biloba L.

Fiir die einjdhrigen Zweige der zwei untersuchten Baume sind deutliche Unterschiede
sowohl in der Zusammensetzung der Emissionen als auch in den Emissionsraten der
Einzelkomponenten der Emissionen zu beobachten. So wurden im unbehandelten
Zustand von den einjdhrigen Zweigen bei Untersuchungen im Friihjahr neben Myrcen
und Limonen keine weiteren Terpene emittiert. Untersuchungen an den einjihrigen
Zweigen, welche im Spitsommer erfolgten, ergaben ein deutlich breiteres
Emissionsmuster fiir die Terpene. Hier wurden vier Monoterpene und sieben
Sesquiterpene in den Emissionen detektiert. Die Emissionsraten der im Friihjahr
detektierten Monoterpene sind allerdings im Vergleich zu den durchschnittlichen
Emissionsraten sowohl der Mono- als auch der Sesquiterpene der Spitsommer-

Messungen recht hoch.

Verschiedene Faktoren konnen fiir die beobachteten Unterschiede verantwortlich
gemacht werden. Zwar waren die untersuchten Zweige jeweils der jéhrliche Neuaustrieb
der Pflanzen, doch konnen sowohl der Altersunterschied als auch die unterschiedlichen
Lebensbedingungen Einfluss auf das Emissionsverhalten der untersuchten
Ginkgo-Baume haben. Beziiglich des Alters zweier Baume einer Art werden in der
Literatur z.B. fiir eine Pinus-Art Unterschiede in den Emissionen an Monoterpenen
beschrieben (Janson, 1993). Entsprechende Unterschiede im Emissionsverhalten
wurden auch fiir eine andere Gymnosperme, die Fichte Picea abies (L.) Karst. gefunden
(Fischbach et al., 2001). Hier zeigten junge Nadeln eine um fast 70 % hohere Aktivitét
der Monoterpen-Synthase als vergleichbare Nadeln des Vorjahres. Fiir die untersuchten
Bdume der vorliegenden Arbeit darf der Einfluss des Alters jedoch nicht zu hoch
bewertet werden, da nicht ganze Bdume, sondern lediglich Zweige untersucht wurden.
Diese waren bei beiden Bdumen frische, diesjdhrige Triebe und damit im
entwicklungsphysiologischen Zustand nicht sehr unterschiedlich. Neben dem Alter ist
zu bedenken, dass hier besonders auch der individuelle Lebensraum bzw. die
Lebensbedingungen fiir die Unterschiede im Emissionsverhalten der beiden Biume
verantwortlich gemacht werden miissen. Fiir die Untersuchungen im ISAS wurden
einjdhrige Zweige des 35-jdhrigen Baumes im benachbarten Botanischen Garten
geschnitten und in das Labor iiberfiihrt. Die Versuche erfolgten nach einer

Equilibrierungszeit (iiber Nacht) von ca. 12 Stunden. Es fillt auf, dass die Emissionen



4 Diskussion 110

dieses Baumes einen hohen Anteil von Sesquiterpenen an der Terpen-Gesamt-Emission
aufweisen. Vielen Vertretern dieser Gruppe von Terpenen wird zugeschrieben, dass sie
als stress-induzierte Emissionen auftreten (Fang et al., 1996; Bohlmann et al., 1998;
Loreto et al., 1998). Die Untersuchungen auf der Bergstation Wank erfolgten an
einjdhrigen Zweigen eines 7-jdhrigen, noch getopften Baumes, direkt nach dem Schnitt
der Zweige. Die Zeit vom Schnitt bis zur Emissionsprobennahme betrug hier nur
maximal 1,5 Stunden. Pflanzen reagieren auf Stress unterschiedlichster Art unter
anderem mit der Emission von Kohlenwasserstoffen. Stressoren konnen zum Beispiel
Pathogene und Herbivore sein. Aber auch mechanischer Stress und die Verwundung der
Pflanze konnen zur Abgabe bestimmter Kohlenwasserstoffe fithren (Bohlmann et al.,
1997; Bohlmann et al., 1998). In Antwort auf biogene Stressoren wie Pathogene und
Herbivoren werden oft spezielle Zusammensetzungen der Emissionen von den Pflanzen
abgegeben. Die auch in der vorliegenden Arbeit in den Emissionen von G. biloba
gefundenen Verbindungen o- und B-Farnesen ebenso wie Bisabolen sind bei
Baumwolle als fraB-induzierte Metabolite bekannt (Loughrin et al., 1994). Die
Verbindung Bisabolen ist ein Vertreter der sog. Juvabione. Sesquiterpene dieser Gruppe
imitieren das Juvenilhormon von Insekten. Durch die Emission dieser Verbindungen
kann die Pflanze erreichen, dass die Vermehrung und Entwicklung der Herbivore
gestort wird (Bowers, 1991). In Versuchen, den Herbivoren-Befall bei Koniferen
nachzustellen und die Emission von Sesquiterpen zu induzieren, fithrte bereits die
mechanische Verwundung zu erhéhten Emissionsraten von o-Bisabolen (Bohlmann et
al., 1998). Diese Studie ergab zudem, dass die Reaktion auf die Verwundung genetisch
reguliert ist. So induziert die Verwundung die Expression der a-Bisabolen-Synthase,
des Enzyms fiir die Synthese dieses Sesquiterpens. Die Emission von Sesquiterpenen
kann somit als eine gezielte Antwort auf eine dullere Beeinflussung der Pflanze

verstanden werden.

Auch Synthasen der Monoterpene konnen durch eine Verletzung in Pflanzen induziert
werden. Fiir Abies grandis ist bekannt, dass eine Verwundung des Astes die
Aktivierung von einer Limonen-Synthase und einer Pinen-Synthase (diese synthetisiert
o- und [-Pinen) bewirkt (Bohlmann et al., 1997). Die Regulation der
verwundungsinduzierten Terpen-Emission erfolgt dabei auf der Ebene der Bildung der
Monoterpen-Synthase-mRNA. In der vorliegenden Arbeit konnte eine Induktion der
Monoterpen-Emissionen durch die Verwundung fiir G. biloba nicht beobachtet werden.
Hingegen wurden fiir den 7-jdhrigen Baum vergleichsweise hohe Emissionsraten fiir
Myrcen und Limonen bereits vor dem Schnitt der Zweige detektiert. Dies kann so
interpretiert werden, dass ein stress-induziertes Emissionsverhalten schon vor dem
Schnitt bestand. Fraglich ist dann aber, warum bei diesem Baum nur Monoterpen- und

keine Sesquiterpen-Emissionen gefunden wurden. Eine mogliche Erklarung hierfiir ist
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eine zeitliche Staffelung der Emissionen der Mono- und Sesquiterpene durch eine
unterschiedlich schnelle Aktivierung der Mono- und Sesquiterpen-Synthasen nach der
Stressung. Die Untersuchung zum Emissionsverhalten am 35-jdhrigen Baum erfolgten
erst 12 Stunden nach dem Schnitt der Zweige. Die Untersuchungen am 7-jahrigen Baum
hingegen dauerten nach dem Schnitt der Zweige nicht ldnger als vier Stunden. Falls die
Emission der Sesquiterpene erst deutlich spédter nach der Verwundung von G. biloba
induziert wurde, konnte dies am 7-jdhrigen Baum aufgrund des durch den komplexen
Versuchsverlauf bedingten Zeitfensters der Versuche nicht beobachtet werden. Eine
entsprechend unterschiedliche Induktion der Mono- und Sesquiterpen-Synthasen wird
in der Literatur fiir Abies grandis beschrieben. Monoterpen-Synthasen treten bei dieser
Koniferen-Art schon wenige Stunden nach der Verwundung eines Astes auf (Bohlmann
et al., 1997; Steele et al., 1998), wohingegen die Induktion der Transkription und
Translation einer a-Bisabolen-Synthase erst frithestens einen Tag spéter beobachtet
wurde (Bohlmann et al., 1998).

4.2.2 Untersuchungen zum Beitrag von Mono- und Sesquiterpen-Emissionen aus
dem cytoplasmatischen und dem plastidiiren Biosynthese-Weg bei
Ginkgo biloba L.

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen mit einer '“CO,-Exposition und einer
Hemmstoff-Inkubation erméglichen Aussagen zur Biosynthese von Mono- und
Sesquiterpenen bei G. biloba. Mono- und Sesquiterpene sind frithe Seiten-Produkte des
Isoprenoid-Stoffwechsels, welcher bis zur Synthese von Verbindungen hdherer
Ordnung wie Carotinoide oder des Isoprenoid-Anteils des Plastochinons fiihrt. Die
Biosynthese der pflanzlichen Isoprenoide wird zwei, voneinander unabhingigen,
Synthesewegen zugeschrieben (Lichtenthaler et al., 1997a). Diese sind in verschiedenen
Zell-Kompartimenten lokalisiert. Aufgrund bisheriger Untersuchungen geht man davon
aus, dass Monoterpene iiber den MEP-Weg in den Plastiden (Mettal et al., 1988;
McCaskill & Croteau, 1995; Lichtenthaler et al., 1997b), die Sesquiterpene dagegen
tiber den Mevalonat-Weg im Cytoplasma synthetisiert werden (Adam & Zapp, 1998;
Bohlmann et al., 1998). Die Lokalisierung der  verschiedenen
Isoprenoid-Biosynthese-Wege kann iiber Inkubationsversuche mit markiertem Substrat
erfolgen (Piel et al., 1998; Lichtenthaler, 1999).

4.2.2.1 Untersuchung der Isoprenoid-Biosynthese mittels einer Exposition
geschnittener Zweige von Ginkgo biloba L. mit BC-markiertem
Kohlendioxid

Um den Zusammenhang von photosynthetischer Kohlenstoff-Assimilation und dem

nachfolgenden Einbau des Kohlenstoffs in Isoprenoide zu untersuchen, wurden im
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Rahmen der vorliegenden Arbeit Versuche mittels einer 13COz-Exposition der
einjdhrigen Ginkgo-Zweige durchgefiihrt. Der Einbau von 13C-Isotopen in das
Isoprenoid-Gertist kann an der Verdnderung der charakteristischen Massenspektren der
emittierten Verbindungen verfolgt werden. Dabei wird eine Verschiebung des
Masse-zu-Ladung (m/z)-Verhiltnisses zu hoheren Massen hin beobachtet. Je nach Grad
der Markierung der Terpen-Molekiile unter Bedingungen einer BC0,-gesittigten
Atmosphére treten dabei entsprechend schwere Fragment-lonen im Massenspektrum

auf.

In den im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuchen mit markiertem
Kohlendioxid wurde ermittelt, dass die der '*CO,-Exposition nachfolgend emittierten
Sesquiterpene deutliche Markierungsgrade aufweisen; Monoterpene dagegen zeigten
eine solche Isotopen-Markierung nicht. Diese Beobachtung ist unerwartet, da fiir andere
Spezies deutliche Markierungen von Monoterpenen nach einer '“CO,-Exposition
gefunden wurden. Dies gilt z.B. fiir die Rotbuche Fagus silvatica (Kahl, 1997).
Monoterpen-Markierungen nach '*CO,-Exposition werden auch bei der Eichen-Art
Quercus ilex beobachtet (Loreto et al., 1996). Interessanterweise entspricht hier die Zeit
zwischen Beginn der Exposition und dem ersten Auftreten von Isotopen in emittierten
Monoterpenen der bendtigten Zeit, die in der vorliegenden Arbeit fiir den Einbau von
assimiliertem Kohlenstoff in Sesquiterpene beobachtet wird. Fiir die Gymnosperme
Picea abies wird eine teilweise Markierung von emittierten Monoterpenen gefunden
(Schiirmann et al., 1993). Weiterfiihrende Untersuchungen ergaben hier, dass zwar
Monoterpene, welche aus der de novo-Biosynthese hervorgehen und direkt emittiert
werden, *C-markiert sind, gleichzeitig aber keine Markierung von in den Harzkanilen
gespeicherten Monoterpenen auftritt. Erkldrbar ist dies durch die Tatsache, dass die
Plastiden in den Harzkanilen keine CO»-Fixierung betreiben, sondern iiber das
Cytoplasma mit Kohlenstoffverbindungen versorgt werden. Die Beobachtungen an
Picea abies stehen im klaren Gegensatz zu dem in der vorliegenden Arbeit
beobachteten Emissionsverhalten von G. biloba, bei dem keinerlei *C-Markierung der
Monoterpene gefunden werden konnte und Sesquiterpene deutlich markiert waren.
Hieraus wird deutlich, dass es offenbar einen Unterschied in der Umsetzung von
assimiliertem Kohlenstoff in Bezug auf Mono- und Sesquiterpene bei den

Gymnospermen Picea abies und Ginkgo biloba gibt.

In der vorliegenden Arbeit wurde die *C-Markierung von Sesquiterpenen gefunden.
Die Untersuchung der Massenspektren ergab fiir das Sesquiterpen trans-a-Bisabolen
einen maximalen Markierungsgrad von 40 % der Kohlenstoffatome im Molekiil. Eine
direkte Nutzung von photosynthetisch fixiertem Kohlenstoff wird auch fiir andere

Terpenoide hoherer Ordnung beschrieben. So ist bekannt, dass in komplexe Terpenoide
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wie o- und P-Farnesen zuvor assimilierter Kohlenstoff eingebaut wird und diese
Verbindungen direkt nachfolgend emittiert werden (Pare & Tumlinson, 1997). Eine
schnelle Antwort der Pflanze auf Umwelteinfliisse, erkennbar am geénderten

Emissionsverhalten, ist also auch in Bezug auf die Abgabe hoherer Terpenoide moglich.

Der Einbau von 14C02, 2-'4C-Mevalonat und 2-'*C-Acetat in héhere Isoprenoide wurde
schon frith beobachtet (Goodwin, 1958a; Goodwin, 1958b; Braithwaite & Goodwin,
1960). Auch neuere Studien zeigen, dass die letzten Schritte der Isoprenoid-Biosynthese
in hoheren Pflanzen in den Chloroplasten lokalisiert sind (Lichtenthaler, 1993).
Markierungsversuche an hoheren Isoprenoiden haben aber gezeigt, dass nicht alle
Kohlenstoffatome dieser Verbindungen aus einem Synthese-Weg hervorgehen. Beim
Diterpen Ginkgolid, welches in G. biloba gefunden wurde, stammen nur drei von vier
Isopren-Einheiten aus dem cytoplasmatischen Mevalonat-Weg. Die vierte Einheit wird
tiber den MEP-Weg synthetisiert (Schwarz, 1994). Eine derartige Zusammensetzung
aus Isopren-Einheiten unterschiedlicher Biosynthese-Quellen wurde auch fiir das Phytol
in dem Moos Heteroscyphus gefunden (Nabeta et al., 1995; Nabeta et al., 1997). Fiir
diese Verbindungen wird daher ein Transport von Farnesyl-diphosphat FDP aus dem
Cytoplasma in den Plastiden und eine nachfolgende Modifizierung mit IDP zu den
Cyo-Einheiten diskutiert (Lichtenthaler, 1999). Auch fiir Sesquiterpene konnte gezeigt
werden, dass fiir deren Synthese zwei Quellen der Isopren-Einheiten existieren. In
Sesquiterpenen der echten Kamille Matricaria chamomilla L. stammen zwei
Cs-Einheiten immer aus dem Mevalonat-Weg, wohingegen die dritte Cs-Einheit sowohl
aus diesem cytoplasmatischen als auch aus dem plastiddren Synthese-Weg stammen
kann (Adam et al., 1998). Die in der vorliegenden Arbeit fiir Sesquiterpene mit einem
statistischen Modell errechnete Einbaurate schweren Kohlenstoffs von ca. 40 %

entspricht diesem Anteil an Kohlenstoft plastiddrem Ursprungs.

4.2.2.2 Hemmung der Emission einzelner von Ginkgo biloba L. emittierten

Isoprenoide mittels des Hemmstoffes Fosmidomycin

Eingangs wurde das Emissionsverhalten vor und nach dem Schnitt von Zweigen des
Ginkgo-Baums untersucht. Anderungen im Emissionsverhalten sollten Riickschliisse
auf eine Wundreaktion nach dem Schnitt der Zweige zulassen. Beobachtet wurde hier
ein uneinheitliches Emissionsverhalten fiir die einzelnen Komponenten, was eine
Aussage liber eine Wundreaktion erschwert. Dies ist aufgrund der Vielzahl der in der
Pflanze zu findenden Synthasen, welche fiir die Bildung der unterschiedlichen
Isoprenoide verantwortlich sind (Croteau et al., 1988), nicht verwunderlich. Die

verschiedenen Synthasen stellen dabei Regulationspunkte in der Isoprenoid-Biosynthese
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fir die verschiedenen Vertreter dieser Substanzklasse dar (Gershenzon & Croteau,
1990).

Fiir die Zweige 1 und 2 sind die Verbindungen a-Pinen, Sabinen und 3-3-Caren vor
dem Schnitt und 30 min nach dem Schnitt nicht detektierbar, sodass fiir diese
Substanzen eine direkte Wundreaktion im Emissionsverhalten nicht sichtbar wird. Dies
gilt bei Zweig 3 ebenfalls fiir Sabinen. Die Verbindung 8-3-Caren wird von Zweig 3 mit
0,1 pmol m™? s in nur sehr geringen Mengen emittiert. Eine Wundreaktion nach dem
Schnitt wird hier ebenfalls nicht erkennbar. Mit einer Zunahme der Emissionsrate einer

-1
auf

vor dem Schnitt beobachteten geringen Emissionsrate von 0,3 pmol m? s
0,7 pmol m? s bildet der Zweig3 fiir die Substanz a-Pinen eine Ausnahme im
Emissionsverhalten. Diese geringen Werte unterliegen den unter 3.2.3.2 dargestellten

messtechnischen Problemen.

Fiir die Substanzen Myrcen und Limonen wurden erhéhte Emissionsraten nach dem
Schnitt der Zweige beobachtet (vgl. Tab. 10). Hier sind die Werte um 10 bis 113 %
erhoht im Vergleich zu den Emissionsraten vor dem Schnitt der Zweige. Es ist eine
Wundreaktion zu vermuten. Die Emission von Myrcen hélt in dieser Stirke bis zur
Fosmidomycin-Inkubation der Zweige an. Nach Gabe des Hemmstoffs ist die Emission
um 46-86 % erniedrigt (vgl. Tab. 11). Die Kontrolle Zweig 0 ohne Hemmstoffgabe
zeigt auch nach 420 min noch eine erhohte Emission von Myrcen im Vergleich zu den
Emissionsraten vor dem Schnitt des Zweigs. Die Beobachtung ldsst vermuten, dass
Myrcen iiber den plastidiren MEP-Weg synthetisiert wird und die Hemmung dieser

Biosynthese durch Fosmidomycin zur Reduktion der Emissionsraten von Myrcen fiihrt.

Fiir Limonen wird ein anderes Emissionsverhalten gefunden. Hier sind die Emissionen
150 min nach dem Schnitt der Zweige (Tab. 11) deutlich erhoht im Vergleich zu den
Werten 30 min nach dem Schnitt (vgl. Tab. 10). Es ist eine spidte Wundreaktion zu
vermuten. Die Bildung von Limonen erfolgt durch eine produktspezifische Limonen-
Synthase (Bohlmann, 1997; Croteau, 1993). Nach der Gabe des Hemmstoffs steigen die
Limonen-Emissionsraten fiir alle drei inkubierten Zweige noch an (vgl. Tab. 11).
Erkléren ldsst sich dieser Anstieg mit einer verdnderten Kohlenstoffsubstratverteilung in
den Kompartimenten der Zelle. Durch die Hemmung des plastiddiren MEP-
Synthesewegs durch Fosmidomycin steht dem alternativen Isoprenoid-Syntheseweg
tiber Mevalonat verstédrkt assimilierter Kohlenstoff zur Verfiigung. Dies kann zu der
beobachteten erhohten Emission von Limonen fithren. Der Kontrollzweig ,,0 ohne
Hemmstoffgabe zeigt hingegen eine leichte Abnahme der Emissionen 420 min nach
dem Schnitt, was als Abklingen der moglichen Wundreaktion gewertet werden kann
(vgl. Tab. 11).
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Fir die Substanzen o-Pinen, Sabinen und 6-3-Caren sind die Emissionsraten 150 min
nach dem Schnitt der Zweige ebenfalls deutlich hoher (Tab. 11), im Vergleich zum
Zeitpunkt 30 min nach Schnitt (Tab. 10). Fiir die Kontrolle Zweig 0 werden fiir diese
Verbindungen auch 420 min nach dem Schnitt erhthte Emissionsraten gefunden
(Tab. 11). Deutet man diese Erhohung als spite Wundreaktion, so sprechen die erhdhten
Emissionsraten flir ein Anhalten der Wundreaktion auch fiir die Zeit nach der

Hemmstoffinkubation.

Fiir die hemmstoffinkubierten Zweige hingegen wurde beobachtet, dass nach Gabe des
Hemmstoffs Fosmidomycin die Emission der Terpene a-Pinen, Sabinen und 8-3-Caren,
ebenso wie fiir die Substanz Myrcen gefunden, deutlich reduziert war (Tab. 11). Die
Beobachtung deutet darauf hin, dass der Hemmstoft die Biosynthese dieser Vertreter
der Gruppe der Monoterpene beeinflult. Wird die Erhéhung der Emissionsraten im
Lauf der Versuchsdurchfithrung als Wundreaktion nach dem Schnitt der Zweige
interpretiert, so konnte die beobachtete Reduktion der Emissionen der Terpene a-Pinen,
Sabinen, Myrcen und 8-3-Caren nach der Hemmstoffgabe nicht auf die Wirkung des
Hemmstoffs zurtickzufiihren sein, sondern das Abklingen der Wundreaktion darstellen.
Gegen diese Deutung der Ergebnisse spricht allerdings die fehlende Reduktion der

Emissionen dieser Terpene bei der Kontrolle Zweig 0.

Eine hemmende Wirkung auf die Isoprenoid-Biosynthese konnte in der Vergangenheit
bereits gezeigt werden (Kuzuyama et al., 1998; Zeidler et al., 1998; Jomaa et al., 1999).
Der Hemmstoff Fosmidomycin imitiert dabei das DOXP
(Desoxy-D-xylulose-phosphat), welches durch die Desoxyxylulosephosphat-Synthase
gebildet wird. Damit hemmt Fosmidomycin die DOXP-Reductoisomerase kompetitiv,
die normalerweise DOXP zu MEP (2-C-Methylerythritol-4-phosphat) umsetzt.

Eine vollstindige Blockade der Emission wird aber in den in der vorliegenden Arbeit
beschriebenen Versuchen nicht beobachtet. Vielmehr werden die Emission der Terpene
o-Pinen, Sabinen und 3-3-Caren ebenso wie Myrcen zu durchschnittlich 53 % der
Emissionen der ungehemmten Biosynthese aufrecht erhalten. Die Komponente
Limonen wird zudem in ihrer Emission nicht erkennbar gehemmt. Dies spricht fiir eine
uneingeschriankte Biosynthese des Limonens alternativ iiber den plastiddren MEP-Weg
oder iiber den cytoplasmatischen Mevalonat-Weg (vgl. Abb. 34). Aussagen zum
Verhalten der Emissionen von Camphen nach der Hemmstoffinkubation sind hingegen
schwer zu tétigen, da Emissionen dieser Verbindung wéhrend der Versuche nur extrem

unstetig auftraten. Fiir einen Zweig wurde aber ein Anstieg der Emissionsrate nach der
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Fosmidomycingabe beobachtet. Eine gesicherte Aussage zu dieser Beobachtung bedarf

allerdings weiterer Versuche in der Zukunft.

Neben dieser Interpretation der Ergebnisse ist auch ein methodisches Artefakt als
Erkldrung der nur teilweisen Hemmwirkung des Fosmidomycins in Betracht zu ziehen.
Es besteht die Moglichkeit, dass die nur teilweise Hemmung der Biosynthese der
Isoprenoide iiber den MEP-Weg durch die Gabe einer zu geringen Konzentration des
Hemmstoffes auftrat. Die Wahl der eingesetzten Konzentration von 10 uM beruht auf in
der Literatur beschriebenen erfolgreich durchgefiihrten Versuchen zur DOXP-
Reductoisomerase-Hemmung. Kuzuyama et al. (1998) erzielten invitro eine
vollstindige Hemmung des Enzyms aus Escherichia coli bei einer etwa 1 pmolaren
Fosmidomycin-Konzentration. Bei neueren Untersuchungen von Isopren-Emissionen an
einzelnen Blattern von Quercus rubra L. wurde eine vollstindige Hemmung der
Isopren-Emission 80 min nach Beginn der Inkubation mit 4 uM Fosmidomycin
beobachtet (Sharkey et al., 2001). Die Inkubation erfolgte wie in der vorliegenden
Arbeit iiber den Transpirationsstrom. Andere Arbeiten geben hingegen deutlich hohere
Konzentrationen fiir eine DOXP-Reductoisomerase-Hemmung an. In Chromoplasten
aus Friichten der Paprika Capsicum annuum L. wurde eine vollstindige Hemmung der
Carotinoid-Biosynthese bei einer Fosmidomycin-Konzentration von 100 uM beobachtet
(Fellenmeyer et al., 1999). Bei der Untersuchung der Biosynthese dieser hoheren
Terpenoide an der Mikroalge Haematococcus pluvialis wurde gefunden, dass die
Inkubation einer Algensuspension mit 500 uM Fosmidomycin zu einer Reduktion der
Carotinoid-Biosynthese von 50 % fiihrte (Hagen & Griinewald 2000).

Aufgrund der unterschiedlichen Hemmwirkung des Fosmidomycins in verschiedenen
Organismen kann eine nur teilweise Hemmung der DOXP-Reductoisomerase somit
nicht vollstindig ausgeschlossen werden, zumal in der vorliegenden Arbeit an ganzen
Zweigen unbekannten Volumens der Kompartimente gearbeit wurde und nicht an
Einzelbléttern oder Zellsuspensionen, wie von anderen Arbeitsgruppen verwendet. Eine
grundsétzlich hemmende Wirkung des Fosmidomycins auf die DOXP-
Reduktoisomerase der plastiddren Isoprenoid-Biosynthese ist aber wie in der Literatur

gezeigt nachgewiesen.

Die unterschiedlich starke Nutzung von verschiedenen Synthesewegen der Isoprenoide
je nach Substratverfiigbarkeit wurde in der Vergangenheit fiir andere Spezies
beschrieben. Bei Untersuchungen an der Mondbohne Phaseolus lunatus wurde bei der
Inkubation der Blétter mit deuteriertem Mevalonat nach der Induktion der Biosynthese
von Terpenoiden ein Grad der Markierung fiir Homoterpene (C;;) von tiber 80 %

gefunden. Monoterpene hingegen waren zu weniger als 20 % markiert (Piel et al.,
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1998). In weiterfiihrenden Versuchen mit dem nicht phosphorylierten, deuterierten
Substrat DOX (Desoxy-D-xylulose) des MEP-Weges wurde die Markierung zu 90 % in
Monoterpenen wiedergefunden. Markiertes Mevalonat wird zu etwa dem gleichen
Prozentsatz im Sesquiterpenoid DMNT (4,8-Dimethylnona-1,3,7-trien) gefunden (Piel
et al., 1998). Hemmt man allerdings den Mevalonat-Weg mit dem Hemmstoff
Cerivastatin, kann eine Einbaurate von DOX in das Sesquiterpenoid von 70 %
beobachtet werden. Gleiche Beobachtungen wurden hier fiir die Biosynthese der
Terpenoide von Tabak und Mais gemacht. Fiir den in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Ginkgo biloba wurde von den Autoren ebenfalls die Moglichkeit der
Nutzung von DOX und damit von DOXP als Substrat der Synthese von Sesquiterpenen
wie Copaen, Caryophyllen und Farnesen nachgewiesen. Diese Moglichkeit, beide
Synthese-Wege der Isoprenoid-Vorstufen fiir die Produktion einer Verbindung nutzen
zu konnen, ldsst vermuten, dass dies auch fiir andere Terpene moglich ist (vgl. Abb. 2).
Allerdings macht die fehlende Isotopen-Markierung der emittierten Monoterpene die
Biosynthese der Vorstufen (DOXP und Mevalonat) dieser Verbindungen im
Chloroplasten bei G. biloba unwahrscheinlich (vgl. Abb. 34). Die teilweise Hemmung
der Emission von Monoterpenen zeigt aber eine Beteiligung des MEP-Synthese-Wegs
an der Bildung dieser Isoprenoide. Die vorliegenden Ergebnisse, welche allerdings
durch weitere Versuche noch bestétigt werden miissen, deuten zunichst darauf hin, dass
auch im Cytoplasma die Synthese von DOXP stattfinden kann. Das bedeutet, es muss
der Pflanze hier ebenfalls eine Desoxyxylulosephosphat-Synthase (Dxs) zur Verfiigung
stehen. Die Existenz der Dxs im Cytoplasma ist indes fiir die Synthese der
Verbindungen Thiamin und Pyridoxol notwendig (Therisod et al., 1981; Hill et al.,
1996; Sprenger et al., 1997). Eine Dxs im Cytoplasma auch von G. biloba ist somit
nicht unwahrscheinlich. Ein Transport von DOXP vom Cytoplasma in den Plastiden ist
bis jetzt nicht nachgewiesen, wird aber derzeit diskutiert. Dariiber hinaus deutet die
nicht vollstindige Hemmung der Monoterpen-Emission auf eine zusétzliche
cytoplasmatische Synthese der Monoterpene a-Pinen, Sabinen, Myrcen und §-3-Caren
tiber den Mevalonat-Weg hin (vgl. hierzu Abb. 34).
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Abb. 34: Hypothese der Kompartimentierung der Biosynthese-Wege der Mono-
und Sesquiterpene bei G. biloba. Die Biosynthese der Vorstufen von Mono- und Sesquiterpenen
bei G. biloba erfolgt grundsitzlich tiiber verschiedene Synthesewege, welche in verschiedenen
Kompartimenten der Zelle lokalisiert sind. Dabei wird IDP sowohl aus dem cytoplasmatischen
Mevalonat-Weg als auch aus dem plastidiren MEP-Weg zur Verfiigung gestellt. Verwendete
Abkiirzungen: Hmgr 3-Hydroxy-3-methylglutaryl coenzym A-Reduktase, Dxr Desoxyxylulosephosphat-
Reductoisomerase, Dxs Desoxyxylulosephosphat-Synthase, GA-3P Glycerinaldehyd-3-phosphat,
MEP 2-C-Methylerythritol-4-phosphat, DOXP Desoxy-D-xylulose-phosphat, 1DP Isopentenyl-diphos-
phat, DMADP Dimethylallyl-diphosphat, GDP Geranyl-diphosphat, FDP Farnesyl-diphosphat.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit geben Hinweis darauf, dass die Biosynthese
von Mono- und Sesquiterpenen bei G. biloba iiber verschiedene Synthesewege erfolgt,
welche in verschiedenen Kompartimenten der Zelle lokalisiert sind. Eine mogliche
Erkldrung bietet die folgende Hypothese der Kompartimentierung der Biosynthese fiir
G. biloba (vgl. Abb. 34): Vorstufen der Isoprenoide in Form von Cs-Verbindungen
werden im Cytoplasma sowohl iiber den Mevalonat-Weg (Bildung von IDP aus
Mevalonat) als auch tiber den MEP-Weg (Bildung von DOXP) synthetisiert. Die letzten
Schritte der Biosynthese sowohl der Mono- als auch der Sesquiterpene erfolgen bei
G. biloba im Plastiden. Dabei werden Monoterpene auch aus cytoplasmatischem DOXP
gebildet, welches nicht aus einer zuvor erfolgten photosynthetischen Kohlenstoff-
Assimilation hervorgeht. Vermutlich besteht bei G. biloba eine Transportmdoglichkeit
fur die Vorstufen IDP und DOXP aus dem Cytoplasma in den Plastiden. Das
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Monoterpen Limonen kann offensichtlich im Cytoplasma tiber den Mevalonat-Weg
synthetisiert werden und ist damit unabhingig von der Verfiigbarkeit von der
Isoprenoid-Vorstufe DOXP. Dies wird durch die fehlende Hemmung der Emission von
Limonen durch den Hemmstoff Fosmidomycin deutlich. Gleiches ldsst sich fiir das
Monoterpen Camphen vermuten. Allerdings benétigen gesicherte Aussagen
insbesondere fiir diese Verbindung noch weitere Versuche, da das Emissionsverhalten
fiir Camphen in den vorliegend beschriebenen Versuchen sehr uneinheitlich ausfiel und
nur wenige verwertbare Emissionsdaten hervorbrachte. Die anderen im Plastiden
synthetisierten Monoterpene o-Pinen, Sabinen, -3-Caren und besonders Myrcen
hingegen sind auf die Bereitstellung von DOXP teilweise angewiesen. Fehlt dieses
Substrat, erfolgt eine verringerte Biosynthese dieser Verbindungen ausschlieBlich tiber
die aus dem Cytoplasma importierte Vorstufe IDP, welche dort aus dem
Mevalonat-Weg hervorgeht. Die Folge dieser verédnderten Versorgung mit dem Substrat
fiir die Monoterpen-Biosynthese fithrt zu einer Erniedrigung der Emissionsraten dieser
Terpene. Sesquiterpene werden bei G. biloba ebenfalls, allerdings nur teilweise, aus
Vorstufen, welche im Cytoplasma gebildet werden, synthetisiert. Neben diesen
Vorstufen cytoplasmatischen Ursprungs erfolgt die Bildung dieser Gruppe von
Terpenen im Plastiden mit Vorstufen aus direkt zuvor photosynthetisch assimiliertem
Kohlenstoff. Die Versuche geben somit Anlass zu der Vermutung, dass bei G. biloba,
anders als bei vielen hoheren Pflanzen, keine strenge rdumliche Trennung der

Biosynthese der Mono- und Sesquiterpene erfolgt.

Die hier aufgestellte Hypothese bietet eine mogliche Erkldarung fiir die Ergebnisse der
ersten Hemmstoffversuche an G. biloba. Sie ist daher als zunichst vorldufiger Ansatz
des Verstidndnisses der Isoprenoid-Biosynthese dieser Pflanze einzuordnen. Die in der
vorliegenden Arbeit postulierte Hypothese zu der Kompartimentierung der Terpen-
Biosynthese muss in zukiinftigen Untersuchungen intensiv tberpriift und weiter
ausgefiihrt werden. Die Versuche haben gezeigt, dass beziiglich des
Emissionsverhaltens mit einer gewissen Varianz sowohl von Pflanze zu Pflanze als
auch von Zweig zu Zweig einer Pflanze zu rechnen ist. Dies erfordert fiir zukiinftige
Untersuchungen eine bedeutend groBere Stichprobenanzahl, um gesicherte Aussagen
zum Emissionsverhalten und zur Biosynthese der emittierten Verbindungen machen zu
konnen. Die ersten Ergebnisse legen die Fortsetzung der Versuche mit einer solchen
hoheren Stichprobenanzahl nahe. Eine Moglichkeit, die Biosynthese von Mono- und
Sesquiterpenen hierbei zu erfassen, ist die eindeutige Lokalisierung der an der Synthese
in G. biloba beteiligten Enzyme iiber biochemische bzw. genetische Techniken. Zudem
lieBen sich die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erbrachten Ergebnisse mit
Untersuchungen zur Hemmung des Mevalonat-Synthese-Wegs mit Mevinolin oder

Cerivastatin in G. biloba ergédnzen, um einen detailierten Aufschlul tber die
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Kompartimentierung der Biosynthese der Isoprenoide zu erhalten. Auch hier bietet sich
aber die Kombination von Hemmstoff-Versuchen und einer 13C02-1n1<ubati0n an und

dies moglichst in groBeren als in der vorliegenden Arbeit gewihlten Zeitfenstern.

4.3 Emissionsmessungen an der Gattung Fucus

Fiir Vertreter der Griinalgen ist bekannt, dass sie {iber einen Isoprenoid-Stoffwechsel
verfiigen. Untersuchungen hierzu wurden an Isoprenoiden héherer Ordnung wie
Carotinoide und das Phytol durchgefiihrt (Schwender et al., 1996). Die Biosynthese von
fliichtigen Isoprenoiden und deren Emission durch Braunalgen sind hingegen wenig
untersucht. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diese Emissionen fiir einige Vertreter
der Braunalgen der Gattung Fucus zu bestimmen. Es zeigte sich allerdings bei den
Messungen, welche in der Kiistenregion von Galway, Irland durchgefiihrt wurden, dass
keine der untersuchten Fucus-Spezies isoprenoide Verbindungen der Gruppe der Mono-
und Sesquiterpene emittierte. Statt dessen wurden fiir die untersuchten Arten
bedeutende Emissionen von halogenierten Methan-Verbindungen ermittelt. Obwohl
bekannt ist, dass Makroalgen diese Verbindungen emittieren und diese
Kohlenwasserstoffe nachfolgend in der Atmosphire an der Bildung von organischen
Aerosolen beteiligt sind (Vogt et al., 1999), ist die Menge verfligbarer Daten, welche

zum Emissionsverhalten von Makroalgen in der Literatur zu finden ist, sehr klein.

Die Kiisten sind die Hauptregionen, wo erhohte Konzentrationen von bromierten und
iodierten fliichtigen Kohlenwasserstoffen zu finden sind und dies besonders in der
Umgebung von Algen-Ansiedlungen (Fogelqvist, 1985; Class & Ballschmitter, 1987).
Die Zuordnung dieser Verbindungen als Emissionen aus Makroalgen erfolgte erstmals
tiber die Bestimmung der halogenierten Substanzen im Umgebungswasser von Algen
(Klick, 1992). In Untersuchungen an verschiedenen Makroalgen der gemaiBigten
Klimazonen konnte schon zuvor gezeigt werden, dass diese Organismen zur Abgabe
einer Reihe unterschiedlicher halogenierter Kohlenwasserstoffe befdhigt sind
(Gschwend et al., 1985; Gschwend & MacFarlane, 1985). In diesen Studien wurde
ermittelt, dass die Konzentration der Verbindung Bromomethan im Thallus-Gewebe im
Vergleich zu den gemessenen Abgaberaten an der Gewebe-Oberfldche verhdltnismafBig
klein ist. Von dieser Beobachtung ausgehend vermuteten Gschwend et al. (1985), dass
die Synthese und der Transport dieser Substanzen im Gewebe entweder sehr schnell
erfolgen miisse oder die Synthese an der Gewebe-Oberfliche lokalisiert ist. Die
Synthese der halogenierten Kohlenwasserstoffe wird durch die sog. Haloperoxidasen
katalysiert (Wever et al., 1991). Von diesen ist bekannt, dass sie in den Chloroplasten
der Algen (Manley & Chapman, 1979), in der Zellwand (Oliveira & Bisalputra, 1976)
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und in der Gewebe-Oberfldache des Thallus (Wever et al., 1991) lokalisiert sind. Deren
bromierte und iodierte Produkte hingegen finden sich in hohen Konzentrationen in den
Chloroplasten der dulleren cortikalen Zellen, in der Kutikula und der Mittellamelle des
Thallus (Pedersen et al., 1979; Pedersen et al., 1980; v. Hofsten & Pedersen, 1980;
Pedersen et al., 1981). Diese Verteilung der Enzyme und der resultierenden Metabolite
machen es der Alge mdglich, die halogenierten Verbindungen schnell in ihre Umwelt
abzugeben. In Ubereinstimmung hierzu werden besonders in der Umgebung von

Makroalgen erhohte Konzentrationen dieser Substanzen gefunden.

Untersuchungen zur Abgabe von halogenierten Kohlenwasserstoffen durch Braunalgen
wurden in der Vergangenheit weitestgehend an den Thalli im untergetauchten Zustand
durchgefiihrt. Lediglich eine Studie, vergleichbar der vorliegenden Arbeit, durchgefiihrt
an trockengefallenen Algen mit Hilfe der Kiivettentechnik ist bekannt (Carpenter et al.,
1999). Der Vergleich mit Literaturdaten ist auf Grund der verschiedenen
experimentellen  Ansédtze  (untergetauchte/nicht  untergetauchte  Thalli) und
unterschiedlicher Bezugsgrofen, die in verschiedenen Studien verwendet werden, nicht
einfach. Allerdings liegen die in der vorliegenden Arbeit gemessenen Emissionsraten
halogenierter Kohlenwasserstoffe in der gleichen GroBenordnung, welche auch fiir
einige Vertreter der Rotalgen gefunden wurden (Mtolera et al., 1996; Giese et al.,
1999).

Die Hauptkomponente der Emissionen der untersuchten Fucus-Arten ist das
Tribromomethan. Fiir diese Verbindung wurden tagsiiber hochste Emissionsraten fiir F.
spiralis mit Werten von 5 ng m?s”' ermittelt. Hingegen wurden deutlich hohere
Emissionen dieses halogenierten Kohlenwasserstoffes fiir F. vesiculosus zur Nachtzeit
und ebenso aus totem vermischtem Algenmaterial mit Werten iiber 80 ngm™s’
gefunden. Sehr viel kleinere Emissionsraten zeigen die Algen fiir die zweifach
bromierte Verbindung Dibromomethan. Hier lagen die Emissionen iiblicherweise nicht
viel hoher als 1 ng m™s™. Bei den iodierten Kohlenwasserstoffen war Diiodomethan die
am stirksten emittierte Komponente. Die Emissionsraten wurden mit kleiner 1 ng m™s™

bestimmt.

Die ermittelten Emissionsraten sind vergleichsweise klein (Gschwend et al., 1985;
Klick, 1992; Moore & Tokarczyk, 1993). Ein Grund hierfiir kann der Zeitpunkt der
Messungen, Ende September, sein. Es ist bekannt, dass die Emissionen von
halogenierten Kohlenwasserstoffen jahreszeitlichen Anderungen unterliegen. Fiir die
Verbindungen Di- und Tribromomethan wurden in Untersuchungen des Jahres 1990 an
der Kiiste von Schweden hochste Emissionsraten Ende August bis Anfang September

gefunden (Klick, 1992). Die Konzentration dieser Verbindungen in Seewasser lagen zu
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dieser Zeit fiir Dibromomethan bei etwa 80ngl' und fir Tribromomethan bei
500 ngI'". Hingegen wurden fiir die Zeit Ende September deutlich niedrigere
Konzentrationen von etwa 20 ng 1" fiir Dibromomethan und von etwa 220 ng I fiir

Tribromomethan ermittelt.

Die Quelle von iodierten und chlorierten Kohlenwasserstoffen, welche in der
Atmosphdre von Kiistenregionen gefunden werden, wird kontrovers diskutiert. In
Studien von Klick (1992) wurden erhohte Konzentrationen der Verbindungen
Diiodomethan und Chloroiodomethan nur im Oberflichenwasser der offenen See, nicht
aber im kiistennahen Lebensraum von Makroalgen gefunden. Dem Diiodomethan
wurden hier als Quelle der Emissionen Vertreter des oberflichennahen Phytoplanktons
zugeschrieben. Dagegen wurde in Rotalgen das Vorhandensein von Diiodomethan im
Thallus-Gewebe nachgewiesen (McConnell & Fenical, 1979).

Beziiglich des detektierten Chloroiodomethans wurde angenommen, dass diese
Verbindung nicht biogenen Ursprungs ist, sondern iiber eine Halogen-Austausch-
Reaktion aus Diiodomethan hervorgeht (Class & Ballschmitter, 1987). Diese
Vorstellung wird gestiitzt von Untersuchungen auf offener See, bei der iiber weite
Regionen hinweg eine Korrelation der Konzentrationsverteilungen von CHl, und
CH,CII beobachtet wurde (Moore & Tokarczyk, 1993). Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit hingegen zeigen vergleichsweise hohe Konzentrationen an
Diiodomethan in der Luft tiber Algen-Ansiedlungen ohne das Auftreten entsprechend
hoher Chloroiodomethan-Konzentrationen in diesen Bereichen. Vielmehr lagen die
Konzentrationen des Diiodomethans in der GréBenordnung des Dibromomethans. Diese
Beobachtung deckt sich mit Berichten anderer Autoren. In vergleichbaren Studien in
der europdischen Kiistenregion wird dieses Verhiltnis von CH,l, zu CH,Br, ebenfalls
gefunden, wohingegen fiir einige arktische Makroalgen-Spezies diese iodierten
Emissionen die Abgaberaten bromierter Kohlenwasserstoffe sogar iibersteigt (Giese et
al., 1999). Aufgrund der Hohe der Emissionsraten, die auch von Giese et al. (1999) in
der GroBenordnung von 5-10 pmol g'l(prischgewicm) pro Tag bestimmt wurden, ist es
unwahrscheinlich, dass diese Emissionen anderen biogenen Quellen - wie z.B.
epiphytischen Mikroalgen - als den untersuchten Algen entspringen. Die Annahme, dass
Epiphyten und nicht die Makroalgen an sich fiir die Emission der detektierten
Kohlenwasserstoffe verantwortlich sind, kann durch die Ergebnisse einer Laborstudie,
welche 1983/84 in Massachusetts, USA durchgefiihrt wurde, ausgeschlossen werden
(Gschwend et al., 1985). Die in dieser Studie untersuchten Epiphyten zeigten keinerlei
Emissionen halogenierter Kohlenwasserstoffe. Zudem konnte aufgrund ihrer Grof3e und

Besiedlungsdichte der Epiphyten deren Beitrag an halogenierten Verbindungen zu den
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in der Ndhe von Makroalgen gemessenen Emissionen nicht gréBer als 0,1 % sein und

wire damit nicht bedeutend.
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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sich Emissionsstudien mit Hilfe der
Kiivettentechnik gut fiir die Untersuchung der Biosynthese und des
Emissionsverhaltens von Pflanzen eignen, ohne dass ein Aufschluss des
Pflanzenmaterials notig ist. Somit besteht mit dieser Technik die Moglichkeit,
Emissionen unter weitestgehendem Ausschluss von verletzungsbedingtem Stress
und eine dadurch hervorgerufene Beeinflussung des Emissionsverhaltens zu

ermitteln.

Es wurde eindeutig nachgewiesen, dass neben den Isoprenoiden der Gruppe der
Monoterpene sowohl von Pinus sylvestris L. als auch von Pinus nigra L.
Sesquiterpene und sauerstofthaltige Kohlenwasserstoffe in einer beachtlichen
Vielfalt emittiert werden. Diese dienen der Pflanze ebenso wie die Monoterpene als
abwehrende Signalstoffe gegeniiber FraBfeinden. Neben dieser ©kologischen
Funktion der Kohlenwasserstoffe beeinflussen diese Emissionen die chemische

Zusammensetzung der Erdatmosphére.

Durch die Anwendung verschiedener Algorithmen zur Emissionsberechnung wurde
nachgewiesen, dass die Emission von Monoterpenen bei P. sylvestris primér durch
die Temperatur bestimmt wird. Ein bedeutender Einfluss der Lichtintensitét auf das
Emissionsverhalten =~ wurde  {iber die = Anwendung der  Emissions-
Modellierungsanséitze nach Tingey & Manning (1980) und Guenther (1997) nicht

gefunden.

Die beobachtete jahreszeitliche Anderung der Standard-Emissionen deutet sehr auf
eine physiologische Komponente in der Regulierung des Emissionsverhaltens bei
P. sylvestris hin, die mit einer Anderung der Aktivitit der an der Biosynthese

beteiligten Terpen-Synthasen wihrend der Vegetationsperiode erklirt werden kann.

Die durchgefiihrten Hemmstoff-Versuche und die '*CO,-Inkubationen an Zweigen
des Ginkgo-Baums ergaben Hinweise darauf, dass die Biosynthese einzelner Mono-
und der Sesquiterpene bei Ginkgo biloba L. iiber verschiedene Synthese-Wege
erfolgt. Beobachtet wurde, dass die Herabsetzung der Emission der Monoterpene
o-Pinen, Sabinen, Myrcen und J-3-Caren durch die Hemmung des plastiddren
MEP-Synthese-Wegs moglich ist. Die Hemmung ist allerdings nicht vollstindig.
Unter der Annahme, dass die eingesetzte Hemmstoftkonzentration ausreichend war

ist zu vermuten, dass eine Verbindung des plastiddren MEP-Synthese-Wegs und des
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cytoplasmatischen Mevalonat-Wegs besteht. Die erbrachten Ergebnisse deuten
ausserdem darauf hin, dass Limonen in Ginkgo unabhéngig von der Verfligbarkeit
von DOXP vollstindig iiber den cytoplasmatischen Mevalonat-Weg gebildet wird.
Die beobachtete hohe Variabilitit des Emissionsverhaltens der untersuchten Zweige
erfordert in Zukunft eine deutlich grossere Stichprobenanzahl um gesicherte

Aussagen zu erlangen.

e Die Versuche deuten ebenfalls darauf hin, dass Sesquiterpene bei G. biloba anteilig
sowohl iiber den cytoplasmatischen Mevalonat-Synthese-Weg als auch {iber den
plastiddren MEP-Synthese-Weg gebildet werden. Emittierte Sesquiterpene wurden
bei einer 13COz-Exposition deutlich, aber nicht vollstdndig, 13C-markiert, was eine
entsprechende Mitwirkung des plastiddren MEP-Synthese-Wegs an der Synthese

dieser Isoprenoide zu etwa 40 % wahrscheinlich macht.

e Bei Vertretern der Braunalgen-Gattung Fucus wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit keine Emissionen an Mono- und Sesquiterpenen gefunden. Diese
urspriinglichen Organismen emittieren hingegen beachtliche Mengen an
halogenierten Methan-Kohlenwasserstoffen und beeinflussen so bedeutend die

Chemie der kiistennahen Erdatmosphire.

Teile der im Rahmen der Arbeit erzielten Ergebnisse sind in folgender Veroffentlichung
zusammengefasst:

J.-P. SCHNITZLER, N. BAUKNECHT, N. BRUGGEMANN, W. EINIG, R. FORKEL,
R. HAMPP, A. C. HEIDEN, U. HEIZMANN, T. HOFFMANN, C. HOLZKE, L.
JAEGER, M. KLAUER, M. KOMENDA, R. KOPPMANN, J. KREUZWIESER, H.
MAYER, H. RENNENBERG, G. SMIATEK, R. STEINBRECHER, J. WILDT , W.
ZIMMER (2001) Emission of biogenic volatile organic compounds: An overview of
field, laboratory and modelling studies performed during the "Tropospheric Research
Program' (TFS) 1997 — 2000. Journal of Atmospheric Chemistry (Im Druck).
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7 Anhang

Strukturformeln der untersuchten Verbindungen

H H H H

Ao A A= A=
H Br Br Br H [ Cl Y
Dibromomethan Tribromomethan Diiodomethan Chloroiodomethan

Abb. 35: halogenierte Kohlenwasserstoffe

P

Isopren o-Thujen Tricyclen o-Pinen

B-Pinen Camphen 8-3-Caren Sabinen

Limonen B-Phellandren

Abb. 36: Isopren und Monoterpene
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Abb. 37: Sesquiterpene
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Abb. 38: sauerstoffhaltige Verbindungen
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Kurz-Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Emissionsstudien mit Hilfe der Kiivettentechnik an
Vertretern der Gattungen Pinus, Ginkgo und Fucus durchgefiihrt. Untersucht wurden
die Kohlenwasserstoff-Emissionen der Pflanzen. Es wurde eindeutig nachgewiesen,
dass sowohl von Pinus sylvestris L. als auch von Pinus nigra L. neben Monoterpenen
ebenfalls Sesquiterpene und sauerstofthaltige Kohlenwasserstoffe in einer beachtlichen
Vielfalt emittiert werden. Neben einer 6kologischen Funktion der Kohlenwasserstoffe
(abwehrende Signalstoffe gegeniiber Frafifeinden) beeinflussen diese Emissionen die

chemische Zusammensetzung der Erdatmosphére.

Durch die Anwendung verschiedener Algorithmen zur Emissionsberechnung wurde
nachgewiesen, dass die Emission von Monoterpenen bei P. sylvestris primdr durch die
Temperatur bestimmt wird. Ein bedeutender Einfluss der Lichtintensitdt auf das
Emissionsverhalten wurde nicht gefunden. Dariiber hinaus deutet die beobachtete
jahreszeitliche Anderung der Standard-Emissionen sehr auf eine physiologische
Komponente in der Regulierung des Emissionsverhaltens bei P. sylvestris hin, die mit
einer Anderung der Aktivitit der Terpen-Synthasen wihrend der Vegetationsperiode

erklirt werden kann.

Bei Untersuchungen der Biosynthese der Isoprenoide mittels Hemmstoff-Versuchen
und einer *CO,-Inkubation ergaben sich erste Hinweise, dass die Bildung der Mono-
und Sesquiterpene bei Ginkgo biloba L. iiber verschiedene Synthese-Wege erfolgt.
Beobachtet wurde, dass die Herabsetzung der Emission der Monoterpene a-Pinen,
Sabinen, Myrcen und 8-3-Caren durch die Hemmung des plastiddéren MEP-Synthese-
Wegs moglich ist. Eine vollstindige Hemmung der Emission wurde nicht beobachtet.
Bei Limonen konnte keine Hemmung beobachtet werden. Eine rein cytoplasmatische
Bildung von Limonen iiber den Mevalonat-Weg ist daher wahrscheinlich. Emittierte
Sesquiterpene wurden bei einer 13C02-Exposition deutlich, aber nicht vollstdndig,
BC-markiert, was eine entsprechende Mitwirkung des plastiddren MEP-Synthese-Wegs

an der Synthese dieser Isoprenoide wahrscheinlich macht.

Bei Vertretern der Braunalgen-Gattung Fucus wurden im Rahmen der vorliegenden
Arbeit keine Emissionen an Mono- und Sesquiterpenen gefunden, allerdings emittieren
diese vergleichsweise urspriinglichen Organismen beachtliche Mengen an halogenierten
Methan-Kohlenwasserstoffen, welche die Chemie der kiistennahen Erdatmosphére

bedeutend beeinflussen.



Abstract

During 1998 and 1999 emission studies on Scots pine (Pinus sylvestris L..) and
Black pine (Pinus nigra L..) were carried out in a pine forest in the vicinity of Freiburg,
Germany, aiming on quantification and long-term variation of the emission pattern of
hydrocarbons. The branch enclosure chamber technique was used. Identification and
quantification of the hydrocarbons were performed applying thermodesorption coupled
with GC/MS. Beside monoterpenes (the main compounds emitted) a wide variety of
sesquiterpenes and oxygenated hydrocarbons was emitted by Pinus. For the main
compounds (a-pinene, B-pinene and 4-3-carene) results of diurnal and annual variation
of emission rates as well as emission pattern, and the application of emission models are
presented in this work. The emission of monoterpenes are in dependency of

temperature.

Using empirical algorithms for the modeling of emission behavior (Tingey & Manning
1980; Guenther 1997) no influence of the light intensity on the amounts of emission
could be found. Besides the emission of terpenes out of pools a dependency of the

annual variation was recognised for the amount of the emitted compounds.

Studying the biosynthesis of isoprenoids by using the inhibitor Fosmidomycin and an
C0, incubation evidence was found that the synthesis of mono- and sesquiterpenes in
Ginkgo biloba L. is realised by two different pathways. Inhibition of the plastidic
2-C-methylerythritol-4-phosphate (MEP) pathway by Fosmidomycin led to an decrease
of the emission of a-pinene, sabinene, myrcene and 3-3-carene. A total inhibition was
not observed. No inhibition was found for limonene. For that reason it is supposable
that the compound limonene is synthesised completely from IDP synthesised by the
mevalonate pathway. Sesquiterpenes emitted by Ginkgo biloba after >CO, exposition
showed obvious "C labeling. This is a hint for a contribution of the plastidic

2-C-methylerythritol-4-phosphate (MEP) pathway in the synthesis of these compounds.

Investigations on the emission behavior of species of Fucus showed a different emission
pattern for hydrocarbons. The measurements were carried out on the species
Fucus vesiculosus, F. serrata and F. spiralis. These poorly differentiated organisms
emitted no mono- and sesquiterpenes at all. Instead huge amounts of halogenated
hydrocarbons were detected in the emissions taken from the non-submerged thalli out of

a ground cuvette over algae fields.
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