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Zusammenfassung |

ZUSAMMENFASSUNG

Uber die ubiquitar in Osterreich feststellbare Pflanzenbelastung mit Nitrophenolen, leicht-
fluichtigen halogenierten Kohlenwasserstoffen und Trichloressigsdure lag bisher wenig In-
formation vor. Untersuchungen zu den derzeit in Pflanzen nachweisbaren Nitrophenolge-
halten sind aber auch international bisher kaum vorhanden, obwohl diese Schadstoffe
eine ausgepragte Toxizitat, v.a. auch Pflanzentoxizitat, aufweisen. Die vorliegende Studie
sollte daher Anhaltspunkte liefern, ob und in welcher H6he und Zusammensetzung diese
potentiell waldschadigenden Schadstoffe derzeit in Fichten entlegener Standorte feststellbar
sind. An 25 verteilt Uber Osterreich gelegenen Waldstandorten in emittentenferner Lage
(Abb. 1) wurden dazu Fichtennadelproben im Oktober 1995 geworben und auf ihre Gehalte
an Nitrophenolen, leichtfliichtigen halogenierten Kohlenwasserstoffen sowie Trichloressig-
saure untersucht. Gleichzeitig sollten die Ergebnisse dieser Immissionsuntersuchungen
durch die Analyse von physiologischen Wirkungsparametern in den Nadeln unterstitzt wer-
den, die nachweislich auf die Belastung mit organischen Schadstoffen reagieren. Aus die-
sem Grund wurde eine Analyse der Aktivitat der Glutathion-S-Transferasen und Glucosyl-
transferasen und des Glutathiongehaltes in den Fichtennadelproben in die Untersuchung
miteinbezogen.

Abb. I: Lage der Untersuchungsstandorte

Nitrophenole in Fichtennadeln

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

pragte Toxizitat gegenlber Pflanzen aber auch gegentber anderen Organismen auf. Ein
moglicher Beitrag dieser Verbindungen an den neuartigen Waldsch&den wurde in der Fach-
literatur diskutiert.

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

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

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

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

Die Fichtennadeln der vorliegenden Studie wurden auf die LHKWs Chloroform, 1,1,1-
Trichlorethan, Tetrachlorkohlenstoff, Trichlorethylen, Perchlorethylen, Bromoform und Di-
bromchlormethan sowie auf Trichloressigsaure untersucht. Nahezu alle halogenierten Koh-
lenwasserstoffe konnten in den Fichtennadeln nachgewiesen werden, wobei Chloroform und
TCA vergleichsweise hthere Konzentrationen aufwiesen. Als Summe der LHKWs wurden
bis zu 23,9 pg/kg FS (Median 13,7 pg/kg FS) in den Y-jahrigen Nadeln und bis zu
45,1 pg/kg FS (Median 29,7 pg/kg FS) in den 2%-jahrigen Nadeln nachgewiesen. Diese Na-
delgehalte der vorliegenden Studie liegen somit in einer vergleichbaren GréRenordnung mit
Werten aus der Literatur fur landliche Gebiete und auch Ballungsrdume. Gleiches gilt fur
TCA, die in den Y2-jahrigen Nadeln Gehalte bis zu 23,3 ug/kg FS (Median 7,9 pg/kg FS) und
in den 2%-jahrigen Nadeln Gehalte bis zu 87,1 pg/kg FS (Median 19,6 pg/kg FS) aufwies.

Auch bei diesen Schadstoffen wurden in den 2Y¥-jahrigen Nadeln fast durchwegs signifikant
hohere Konzentrationen als in den Y2-jahrigen Nadeln nachgewiesen. Besonders bei den
2Y5-jahrigen Nadeln korrelierten einige LHKWSs signifikant positiv. TCA verhielt sich grundle-
gend anders, korrelierte nicht oder negativ mit den einzelnen LHKWSs. Die Standorte weisen
daher unterschiedliche relative CKW-Muster, die sich aus den Prozentanteilen der Einzel-
substanzen an der Summe aller analysierten halogenierten Kohlenwasserstoffe je Standort
zusammensetzen, auf. Jene Gruppe von Standorten mit den héchsten Prozentanteilen an
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TCA im relativen CKW-Muster wies auch eine vergleichsweise héhere TCA-Konzentration
bzw. Summenkonzentration LHKW+TCA in den Nadeln auf.

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

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

Generell waren in der gegenstandlichen Studie GST-Aktivitaten in allen Proben nachweis-
bar, wobei die Y2-jahrigen Nadeln signifikant héhere spezifische Aktivitaten aufwiesen als die
1¥%- und 2%-Jahre alten Nadeln. Offenbar besteht ein altersbedingter Unterschied in der
spezifischen GST-Aktivitat. Von Bedeutung ist dieses Ergebnis v.a. auch deshalb, weil in der
vorliegenden Studie Zunahmen der CKW-Gehalte mit dem Nadelalter festgestellt wurden,
die moglicherweise mit diesem Unterschied in der GST-Aktivitat zwischen den Nadeljahr-
gangen in Zusammenhang stehen.

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

Glutathiongehalt in Fichtennadeln

Ergebnisse in der Fachliteratur zeigen, dass der Glutathiongehalt in der Pflanzenzelle sehr
stark von physiologischen und auf3eren Faktoren wie Schwefelgehalt, Temperatur, Ver-
schmutzung, Schwermetalle und Xenobiotika beeinflusst wird. Dabei haben besonders
Schwermetalle sowie xenobiotische organische Schadstoffe einen gro3en Einfluss auf den
Glutathiongehalt der Zelle.

Auffallig an den Ergebnissen der vorliegenden Studie ist der signifikante Anstieg der
Glutathion-Werte mit dem Schwefelgehalt und dem Alter der untersuchten Baume. Ein sehr
hoher Anteil der Variabilitat der Glutathiongehalte in den Nadeln konnte mit dem Bestandes-
alter, den Zink- und Mangangehalten und der 2-Nitrophenolkonzentration der Nadeln erklart
werden, wobei die Glutathiongehalte mit Zunahme des Alters der Baume und Zunahme der 2-
Nitrophenolgehalte sowie abnehmenden Zink- und Mangangehalten in den Nadeln ansteigen.

Glucosyltransferase-Aktivitat (GT) in Fichtennadeln

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

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

In diesem Zusammenhang wurden auch Ansétze maoglicher Erklarungen fur die festgestell-
ten fehlenden Korrelationen zwischen den Schadstoffkonzentrationen alterer und jingerer
Nadeljahrgadnge bzw. fehlende Zunahmen der Gehalte einzelner Schadstoffe mit dem Na-
delalter identifiziert und diskutiert. Hervorzuheben ist hier besonders die signifikante Abnah-
me der Konzentration von 2-Nitrophenol in den &lteren Nadeln mit Zunahme der GT-
Aktivitat. 2-Nitrophenol war das einzige Nitrophenol, das keine Zunahmen, sondern Abnah-
men mit dem Nadelalter zeigte.

Resimee

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

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

Nitrophenols in spruce needles

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

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

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

Volatile halogenated hydrocarbons and trichloroacetic acid in spruce needles

In the past few decades, volatile halogenated hydrocarbons were produced and used for
various technical purposes. Their use and their partly long life-times led to an increase of the
concentrations in the atmosphere. In the meantime the use of some of these pollutants has
been dramatically restricted or banned by law at national and international level. Some vola-
tile halogenated hydrocarbons are suspected to be carcinogenic and several toxic effects on
plants have been described in the literature. However, atmospherically formed compounds of
volatile halogenated hydrocarbons such as trichloroacetic acid are much more toxic to
plants. In the literature these pollutants have repeatedly been associated with the novel for-
est decline.
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In the present study, the spruce needles were analysed for the following volatile halogenated
hydrocarbons: chloroform, 1,1,1-trichloroethane, tetrachloromethane, trichloroethylene, per-
chloroethylene, bromoform and dibromochloromethane. In addition, trichloroacetic acid was
analysed in the needles. Nearly all halogenated hydrocarbons were detected in the spruce
needles. Chloroform and trichloroacetic acid concentrations were comparatively higher. The
sum of volatile halogenated hydrocarbons in the Y2-year-old needles was up to 23.9 pg/kg f.w.
(median 13.7 pg/kg f.w.) and up to 45.1 pg/kg f.w. (median 29.7 ug/kg f.w.) in the 27%-year-
old needles. These concentrations compare to those mentioned in the literature on rural ar-
eas and conurbations. The same is true of trichloroacetic acid, with concentrations of up to
23.3 ug/kg f.w. (median 7.9 ug/kg f.w.) in the Y2-year-old needles and up to 87.1 ug/kg f.w.
(median 19.6 ug/kg f.w.) in the 2%%-year-old needles.

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

Glutathione-S-transferase activity in spruce needles

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

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

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

Glutathione contents in spruce needles

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

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

Glucosyl transferase (GT) activity in spruce needles

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

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

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

Résumé

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