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Abschlussbericht

Nachweis von Mineralpartikeln in den substomataren Hohlen
von Haferblattern nach AGROSOL-Behandlung




Einleitung

In Feld- und Laborexperimenten wurden fordernde Wirkungen einer Applikation des auf fein
vermahlenen Calciumcarbonaten basierenden Priparates ,,Agrosol* auf die Biomasseproduktion
von Kulturpflanzen festgestellt. Die Mechanismen hinter diesen Ertragssteigerungen sind bisher
nicht bekannt. Mogliche Wirkmechanismen konnten u. a. im Bereich der
Photosyntheseprozesse, der Verdnderung der Wassernutzungseffizienz, der Allokation des
Biomassezuwachses, der Zufuhr das Wachstum limitierender Ndhrelemente oder auch in einer
erhohten Widerstandsfihigkeit gegeniiber Umweltstressoren vermutet werden. Im Auftrag der
Firma Agrosolution fiihrte die Universitit Kiel einen Forschungsauftrag zur Erforschung der
spezifischen Wirkungen einer Blattdiingung mit dem Produkt ,,Agrosol auf die Physiologie
und die Biomasseproduktion von ausgewéhlten Nutzpflanzen durch. Um die Wirkungsweise
von Agrosol zu erforschen, ist die Kenntnis des Wirkungsortes der Mineralpartikel von zentraler
Bedeutung. Deshalb wurde im Rahmen des Forschungsauftrages mittels Rasterelektronen-
mikroskopie untersucht, ob und unter welchen Bedingungen Agrosol-Partikel durch die Stomata
ins Blattinnere gelangen konnen.

Der Nachweis, dass bei dem Aufspriihen von suspendierten Partikeln auf die Blattoberfldche
auch Partikel durch die Stomata ins Blatt gelangen, ist problematisch, da nicht sicher ausge-
schlossen werden kann, dass Partikel bei der Praparation der Proben fiir die Elektronen-
mikroskopie nachtriglich ins Blattinnere gelangen. Zur Losung dieses Problems wird hier ein
differentieller Nachweis gefiihrt. Es werden Blitter verglichen, die entweder bei getffneten oder
geschlossenen Stomata behandelt wurden und die anschlieBend in identischer Weise bei
geschlossenen Stomata pripariert wurden. Unterschiede in der Partikelhdufigkeit in den Inter-
zellularen sollten dann ausschlieBlich auf dem Offnungsgrad der Stomata zur Zeit der
Behandlung beruhen und, unabhéngig von einer moglichen zusitzlichen Einschleppung von
Partikeln wihrend der Priaparation, damit ein Eindringen von Partikeln bei der Behandlung
belegen. Zur zusitzlichen Absicherung, dass es sich bei den im Blatt festgestellten Partikeln um
Calciumcarbonat handelt, wurde die atomare Zusammensetzung der Partikel mittels

energiedispersiver Rontgenspektroskopie (EDX ) untersucht.



Methoden und Experimente

Kultur der Pflanzen

Die Experimente wurden mit Avena sativa var. Flamingstolz durchgefiihrt, die in Substratkultur
gekeimt und in Klimakammern bei 22°C, ca. 60-80% Luftfeuchtigkeit und einer photo-
synthetisch wirksamen Quantenflussdichte (PPFD) von ca. 200 umol m? s bis zu einer GroBe

von ca. 25-30 cm kultiviert wurden.

Agrosol-Behandlung

Zur Herstellung der Spritzlosung fiir die Behandlung wurden 15 ml der von AGROSolution zur
Verfiigung gestellten Suspension mit entionisiertem Wasser auf 1 Liter verdiinnt, was einer
Endkonzentration von 10 g/l entspricht. Die Spritzlosung enthielt das Benetzungsmittel Silwet

Gold (Spiess-Urania) in einer Konzentration von 0.1%.

Abb. 1

Lichtmikroskopische Aufnahmen von Spaltéffnungen der untersuchten Haferblétter unmittelbar vor der
Behandlung mit Agrosol/Silwet. Links gedffnete, rechts geschlossene Spaltéffnungen.

Praparation der Proben

Um sicherzustellen, dass die Blitter entweder im Zustand weit gedffneter oder vollstindig
geschlossener Spaltoffnungen mit Agrosol behandelt werden, wurden die zu untersuchenden
Blitter in eine Temperatur-, Licht-, Feuchte- und CO,-kontrollierte CO,/H,0O-Gaswechsel-
kiivette installiert, die eine mikroskopische Untersuchung der Blattunterseite und damit eine
direkte in-situ-Messung des Offnungsgrades der Spaltoffnungen erlaubt (Kaiser & Legner,
2007). Die Blitter wurden nach mindestens 24-stiindiger Akklimatisation Bedingungen ausge-
setzt, die eine maximale Spaltoffnungsweite ermdglichen sollten.  (PPFD von ca. 400 pmol m”

5!, tH von 95%, Absenkung der CO,-Konzentration auf Werte < 200ppm) bzw. vollstindiges
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SchlieBen der Stomata (Dunkelheit, Luftfeuchte von ca. 50%, auf ca. 600-1000 ppm angehobene
CO,-Konzentration). Die Wirkung dieser Behandlung wurde mikroskopisch kontrolliert (Abb.
1) und nur wenn entweder weit offene oder vollig geschlossene Stomata beobachtet wurden,
wurde die Agrosolbehandlung durchgefiihrt. Zur Behandlung wurden die Blitter der Kiivette
entnommen und innerhalb von 30 sec. mittels einer Handspriihflasche (Gloria Hobby 100) bei
einem Sprithdruck von ca. 3 bar beidseitig bis zur vollstindigen Benetzung bespriiht.
AnschlieBend wurden die Blitter wieder in die Kiivette installiert und nach Einstellung von
Bedingungen die das SchlieBen der Stomata fordern (Dunkelheit, erhohte CO,-Konzentration,
abgesenkte Luftfeuchte) das SchlieBen der Stomata kontrolliert. Erst nach vollstandigem
Schlieen der Stomata wurden die Blétter abgeschnitten und fiir die REM-Aufnahmen
prapariert. Dies Vorgehen diente dazu, die Gefahr der Verschleppung von oberfldchlich depo-
nierten Partikeln ins Blattinnere wéhrend der Préparation zu minimieren. Die Blétter wurden
zunichst in mehreren Schritten, die Vakuuminfiltration beinhalteten, fixiert (Glutaraldehyd,
Formalin, Cacodylat, Osmiumtetroxid), dann in einer Ethanolreihe dehydriert und kritische-
Punkt-getrocknet (Baltec CPD 30 Ceritical point dryer, Baltec GmbH, Schalksmiihle, D). Nach
dem Trocknen wurden die Blitter in Lingsrichtung gebrochen, mittels Leitsilber auf 12,5 mm
Alumuinium-Probentellern fixiert und mit Gold besputtert (Baltec SCD 050 Sputter Coater,
Baltec GmbH, Schalksmiihle, D). Die fiir die EDX-Analysen vorgesehenen Blétter wurden nach
einem abgewandelten Protokoll ohne Verwendung von Cacodylat und Osmiumtetroxid fixiert

und statt mit Gold mit Kohlenstoff besputtert.

Elektronenmikroskopie

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Elektronenmikroskop
DSM 9400 (Fa. Zeiss) mit Aufriistung zur digitalen Erfassung von Bildern aufgenommen.
Dabei wurde das Innere der substomatidren Hohlen, die an der Bruchfldche exponiert sind, auf
Partikel untersucht. Daneben wurden auch Aufnahmen der Blattoberfldche und des Mesophylls
angefertigt.

Um die Partikelbeladung der substomatédren Hohlen zu quantifizieren, wurden die REM-Bilder
der bei gedffneten und der bei geschlossenen Poren mit Agrosol/Silwet behandelten Blitter
photometrisch mit Hilfe der Software ImageJ (NIH, U.S.) ausgewertet. Dazu wurde die Fliche
jedes identifizierten Partikels ausgemessen. Gelegentlich auftretende Partikel, die aufgrund ihrer
Form und Oberflichenbeschaffenheit eindeutig als Bruchfragmente der Zellwand erkannt
werden konnten, wurden nicht mit erfasst. Unter der vereinfachenden Annahme einer
Kugelform, wurde fiir jedes Partikel das Volumen bestimmt und das gesamte Partikelvolumen

einer substomatdren Hohle aufsummiert. Hierbei wurde beriicksichtigt, dass nicht die gesamte



substomatire Hohle sichtbar war, sondern neben dem unmittelbaren Bereich der SchlieBzellen
nur einige angrenzende Epidermis- und Mesophyllzellen im Blickfeld des
Elektronenmikroskops waren. Aufgrund der generellen Beobachtung, dass die Partikel vor allem
im Bereich der gut sichtbaren Spaltoffnung konzentriert waren, wurde geschétzt, dass ca. 80%
der Partikel einer substomatiren Hohle im REM Bild sichtbar waren und die Partikelbelegung

einer substomatdren Hohle entsprechend korrigiert.

Probenumfang:
Behandlung behandelte | untersuchte
Blitter substomatire
Hohlen
a) | Mit Agrosol/Silwet behandelt bei gedffneten Stomata | 5 173
b) | Mit Agrosol/Silwet behandelt bei geschlossenen 5 206
Stomata

Die EDX-Analysen wurden am Centrum fiir Materialanalytik der technischen Fakultit der
Universitit Kiel an einem mit EDX-Detektor (X-act, Oxford Instruments) ausgestatteten

Rasterelektronenmikroskop (Carl Zeiss Ultra Plus) durchgefiihrt.

Statistische Verfahren

Zum Test auf signifikante Unterschiede wurde Student’s t-Test verwendet. In den Fillen, in
denen die Proben nicht normalverteilt oder homoskedastisch waren, wurde der Mann-Whitney
Rangsummen-Test verwendet oder ein Permutationstest auf Signifikanz durchgefiihrt (Moore &
McCabe, 2005). Alle Berechnungen wurden mit dem Programm SigmaPlot Vers. 12
durchgefiihrt.

Ergebnisse

Nach der Behandlung mit Agrosol unter Zusatz des Netzmittels Silwet Gold war die
Blattoberflidche relativ gleichmifBig mit Partikeln und Aggregaten von Partikeln unter-
schiedlicher Groe belegt (Abb. 2). Ein unbehandeltes Blatt wies dagegen nur relativ wenige
Partikel auf. Im Blattinneren wurden in der Umgebung der Spaltéffnungen ebenfalls Partikel
gefunden (Abb. 3-5) deren Anzahl zwischen 0 und iiber 40 Partikel variierte. Im Mesophyll, das
nicht in unmittelbarer Umgebung der Spaltoffnungen lag, wurden nur sehr wenige Partikel
gefunden (Abb. 6). Die Partikel im Blattinneren wurden aufgrund der Ahnlichkeit mit den

Partikeln auf der Auenseite als Agrosolpartikel identifiziert. Der Offnungsgrad der Stomata



zum Zeitpunkt der Behandlung hatte einen Einfluss auf die Menge der Partikel, die in der
substomatiren Hohle gefunden wurden. Die Partikelbeladung war am gréten, wenn bei
gedffneten Stomata behandelt wurde (Abb. 3 und 4). Erfolgte die Behandlung bei geschlossenen
Stomata, waren hiufig keine oder nur wenige Partikel zu finden (Abb. 5).

Die photometrische Quantifizierung der Partikelbeladung der substomatdren Hohlen (Abb. 7)
zeigt, dass bei Behandlung von Blittern mit geschlossenen Stomata ca. 22% der substomatéren
Hohlen ohne Partikel waren, gegeniiber 36% bei im gedffneten Zustand behandelten Bléttern.
Zusitzlich traten sehr hohe Partikelbeladungen ausschlielich bei gedffnet behandelten Blittern
auf. Als durchschnittliches Partikelvolumen ergab sich dementsprechend bei Blittern mit
gedffneten Stomata 38,4 pm3 und bei geschlossenen Stomata 13,0 pm3. Dieser Unterschied war
statistisch signifikant (p= 0.0449, Bootostrap/Permutationstest). Die Variation der
Partikelbeladung, insbesondere bei den mit gedffneten Stomata behandelten Blittern war sehr
grof3. Drei von fiinf untersuchten Blittern unterschieden sich in der Partikelbeladung kaum von
den geschlossen behandelten Blittern (Abb. 8) wihrend die beiden anderen Blitter eine deutlich
hohere Partikelbeladung aufwiesen. Die GroBenverteilung der in den substomatidren Hohlen
gefundenen Partikel unterschied sich zwischen den Behandlungsvarianten. Wurden die
Behandlung bei geoffneten Stomata durchgefiihrt, war ein hoherer Anteil groBer Partikel zu
finden (Abb. 9). Der Unterschied war signifikant bei p< 0.006 (Bootstrap/Permutationstest).
Mittels EDX wurde an 16 Partikeln, die in den substomatidren Hohlen gefunden wurden, die
atomare Zusammensetzung bestimmt (Abb. 7). Bei vier Partikeln waren Calcium und Sauerstoff
die dominierenden Elemente mit einem Verhéltnis von ca. 1:3, das der atomaren
Zusammensetzung von Calciumcarbonat entspricht. Die anderen Partikel enthielten entweder zu
geringe Mengen an Calcium, oder zu grof3e Anteile anderer Elemente (Na, Mg, Al, P, S)

unterschiedlicher Zusammensetzung, um sie als Calciumcarbonat einzustufen.

Eine grobe Abschitzung der ins Blattinneren aufgenommenen Partikelmasse wurde unter der
Annahme, dass es sich bei den beobachteten Partikeln um CaCO3-Partikel handelt durchgefiihrt.
Da die EDX-Analyse zeigte, dass auch Partikel anderer chemischer Zusammensetzung unklarer
Herkunft vorkamen, ist diese Abschitzung als Obergrenze anzusehen. Unter Beriicksichtigung
der an Haferblittern ermittelten stomatiren Dichte von 21.5 Stomata/mm? und der Dichte von
CaCOs; ergab sich eine Gesamtpartikelbeladung des Blattinneren von 2.2 bzw. 0.8 mg /m*

Blattflidche bei gedffnet bzw. geschlossen behandelten Stomata.
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Abb. 2
Vergleich eines unbehandelten (oben) mit einem mit Agrosol unter Zusatz des Netzmittels Silwet Gold

behandelten Blattes. Nach der Behandlung sind Partikel unterschiedlicher Grofie und Form relativ gleichméBig
auf der Blattoberfldche verteilt. A: Geschlossene Spaltoffnung, B: Epidermiszelle.
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Abb. 3

Blick auf Spaltéffnungen von innen nach aufien aus Richtung der substomatiren Hohle. Oben ist ein unbehandeltes,
unten ein bei gedffneten Spaltoffnungen mit Agrosol/Silwet-behandeltes Blatt mit ungewohnlich starker Belegung
der Umgebung der Pore mit Partikeln gezeigt. A: geschlossenen Spaltdffnung, B: Epidermiszelle, Zelle des

Schwammparenchyms. Die Pfeile markieren Partikel, bzw. Partikelaggregate die als Agrosolpartikel angesprochen
wurden.
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Abb. 4

Blick auf eine Spalt6ffnung von innen nach auflen aus Richtung der substomatéiren Hohle. Hier ist eine typische
Partikelbelegung nach Agrosol/Silwet-Behandlung bei gedffneten Stomata gezeigt.

A: geschlossene Spaltoffnung, B: Epidermiszelle, C: Zelle des Schwammparenchyms. Die Pfeile markieren
Partikel, die wahrscheinlich bei der Behandlung ins Blatt eingedrungen sind.
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Abb. 5

Blick auf eine Spalt6ffnung von innen nach auflen aus Richtung der substomatidren Hohle. Hier ist eine typische
Partikelbelegung nach Agrosol/Silwet-Behandlung bei geschlossenen Stomata gezeigt. A: geschlossene
Spaltoffnung, B: Epidermiszelle. Der Pfeil markiert ein Partikel, das entweder bei der Behandlung oder bei der
nachfolgenden REM-Priparation ins Blatt eingedrungen sind.
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Abb. 6

Aufsicht auf den ldngs gebrochenen Blattquerschnitt eines mit gedffneten Stomata mit Agrosol/Silwet
behandelten Blattes. Die hier gezeigten Bereiche des Mesophylls, die nicht in direkter Nihe einer
substomatidren Hohle liegen, zeigen keine Partikelbeladung.
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Abb. 7
Die Haufigkeitsverteilung der Partikelbeladung substomatirer Hohlen bei Behandlung der Blitter im Zustand

geschlossener bzw. gedffneter Stomata. Die Balken stellen die relative Haufigkeit der jeweiligen Klasse der
Partikelbeladung dar.
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Abb. 8

Die mittlere Partikelbeladung der substomatédren Hohlen. Dargestellt sind Mittelwerte iiber alle
substomatidren Hohlen der einzelnen untersuchten Blitter (schwarze Kreise) und Mittelwerte iiber alle
Blitter einer Behandlung sowie deren 95% Konfidenzintervalle (griin).
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Abb. 9

Die Haufigkeitsverteilung der Partikelgrof3en bei Behandlung der Blétter im Zustand geschlossener bzw.
geoffneter Stomata. Die Balken stellen die relative Hiufigkeit der jeweiligen Klasse der PartikelgroBen dar. Die
Haufigkeit ist logarithmisch skaliert, um die Unterschiede in der Haufigkeit groerer Partikel hervorzuheben.
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Abb. 10

Die atomare Zusammensetzung von Partikeln in der substomatéiren Hohle nach Behandlung der Blitter mit
Agrosol/Silwet im Zustand geodffneter Stomata. Partikel die aufgrund ihres Calcium-Sauerstoff-Verhiltnisses als
Calciumcarbonat identifiziert wurden, sind mit einem Stern markiert.

Diskussion

Ziel dieser Untersuchung war die Frage, ob und in welchem Umfang bei der Behandlung mit
Agrosol unter Verwendung des Netzmittels “Silwet Gold* Partikel durch die Stomata ins
Blattinnere aufgenommen werden.

Das Problem des elektronenmikroskopischen Nachweises von Partikeln im Blattinneren ist die
prinzipiell nicht auszuschlieBende Moglichkeit, dass wihrend der Aufbereitung der Proben fiir
die Elektronenmikroskopie Partikel, die urspriinglich auf der Blattoberfldche deponiert waren,
sekundir ins Blattinnere gelangen. Dies kann entweder bei der Vakuuminfiltration wihrend der
Fixierung der Proben, oder auch beim Brechen der Proben nach der Trocknung geschehen, wenn
Bruchpartikel sich auf den frisch exponierten Bruchflichen ablagern. Um diese Einschleppung
wihrend der Priparation moglichst zu minimieren, wurde darauf geachtet und mikroskopisch
tiberpriift, dass die Stomata beim Beginn der Fixierung geschlossen waren. Trotz der
verbleibenden prinzipiellen Moglichkeit der nachtrdglichen Einschleppung erlaubt der Vergleich
mit den bei geschlossenen Stomata behandelten Blittern den differentiellen Nachweis der
Partikelaufnahme. Beide durchliefen mit anfinglich geschlossenen Stomata den gleichen
Préaparationsprozess. Wenn ausschlieBlich wihrend der Préiparation Partikel ins Blatt gelangt

wiren, hitte die Partikelbeladung sich nicht unterscheiden diirfen. Die hohere Partikelbeladung
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der mit gedffneten Stomata behandelten Blitter gegeniiber den mit geschlossenen Stomata
behandelten Bléttern macht also eine Aufnahme von Partikeln wihrend der Behandlung
wahrscheinlich. Die deutlich nachweisbare Partikelbeladung der mit geschlossenen Stomata
behandelten Blitter kann dagegen entweder auf direkter Aufnahme wihrend der Behandlung
oder auf Eindringen wihrend der nachfolgenden Priparationsschritte beruhen. Dies kann anhand
dieser Experimente nicht entschieden werden.

Auch die GroBenverteilung der Partikel deutet auf ein Eindringen von Partikeln durch die
Spaltoffnungen hin. Ein Eindringen von Partikeln durch ge6ffnete Poren sollte einen héheren
Anteil groBerer Partikel zur Folge haben, als ein Eindringen bei geschlossenen Stomata wéhrend
der Préparationsschritte, die eine Vakuuminfiltration beinhalten. Dieses Indiz fiir eine stomatére
Aufnahme wihrend der Behandlung wurde auch tatsdchlich festgestellt.

Die mittels EDX festgestellte atomare Zusammensetzung der Partikel zeigt, dass Calcium-
carbonatpartikel in den substomatédren Hohlen vorhanden waren. Allerdings traten auch Partikel
anderer, nicht eindeutig identifizierbarer, chemischer Zusammensetzung auf. Diese konnten
moglicherweise schon vor der Behandlung auf der Blattoberfldche deponierte Partikel sein

(Staub, Aerosol), die dann durch die Behandlung mit Netzmittel remobilisiert wurden und
zusammen mit den Agrosol-Partikeln in das Blattinnere eindringen konnten. Andererseits
konnten es auch Bruchfragmente von Zellbestandteilen sein.

Diese Ergebnisse belegen zusammengenommen, dass Partikel wihrend einer Behandlung mit
einer Suspension mineralischer Partikel unter Verwendung eines wirksamen Netzmittels durch
gedffnete Stomata ins Blattinnere eindringen kdnnen.

Dies liegt in einer Linie mit neuere Ergebnissen, dass die Stomata keine prinzipielle Barriere
fiir den Durchtritt wissriger Losungen sein miissen (Burkhardt et al., 2012). Auch die Aufnahme
von Nanopartikeln wurde bereits nachgewiesen (Eichert et al., 2008).

Fiir mineralische partikuléire Blattdiinger bedeutet dieses Ergebnis, dass eine notwendige
Vorraussetzung fiir eine Wirkung im Blattinneren, das Eindringen der Partikel in den

Interzellularraum des Blattes, als moglich angesehen werden kann. Aufgrund der geringen
aufgenommenen Mengen kommen Wirkungsmechanismen in Betracht, die entweder nur
geringer Stoffmengen bediirfen oder iiber die pflanzliche Signaltransduktion verstirkt werden
und z.B. zu gednderten Entwicklungsabldufen fithren. Denkbar wére z.B. eine Freisetzung von
Ionen, die eine bestehende Unterversorgung ausgleichen. Es wire zu untersuchen, ob die
vermutlich langsamere Freisetzung aus mineralischen Partikeln Vorteile gegeniiber der bei
fliissig appliziertem Blattdiinger schnell einsetzenden aber weniger nachhaltigen Zufuhr von
Néhrelementen bietet. Ein Ansatzpunkt fiir eine Wirkung konnte auch die Calciumfreisetzung

aus Calciumcarbonatpartikeln sein, entweder iiber eine direkte Verbesserung der Pflanzen-
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erndhrung oder iiber die Rolle von Calcium in der Signaltransduktion. Ebenfalls denkbar wire
eine Beeinflussung des apoplastischen pH, der in Interaktion mit Abscisinsdure eine wichtige
regulative Rolle bei der Reaktion auf Wasserstress und andere Stressoren spielt (Wilkinson &
Davies, 2008; Geilfus & Miihling, 2012).

Die quantitative Abschétzung der Partikelaufnahme enthilt eine Reihe von vereinfachenden
Annahmen und kann nur die ungefidhre Grof8enordnung angeben. Insbesondere das Ergebnis aus
den EDX-Analysen, dass viele der im Blattinneren nachgewiesene Partikel kein
Calciumcarbonat sind, zeigt, dass eine vorsichtige Interpretation erforderlich ist.

Eine direkte Extrapolation dieser Ergebnisse auf die Partikelaufnahme wihrend der praktischen
Anwendung des Priparates ist noch nicht moglich. Diese Ergebnisse wurden an einer Pflanze
mit ungewohnlich groen Stomata durchgefiihrt, die wihrend der Behandlung unter Einstellung
optimaler Licht- Luftfeuchte- und CO,-Bedingungen eine maximale Spaltoffnungsweite hatten.
Diese Bedingungen sind im Freiland nur selten gegeben. Um die Relevanz dieser Ergebnisse fiir
eine realistische Anwendersituation zu priifen, sollten daher elektronenmikroskopische
Untersuchungen der Partikelaufnahme bei unterschiedlichen stomatiren Offnungsgraden
durchgefiihrt werden. Sinnvolle wiren auch Messungen der Partikelaufnahme nach der

landwirtschaftlichen Praxis entsprechenden Behandlung im Freiland.
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